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要旨 
脳高次機能の解明には，その基盤となる神経回路網の動的特性を解明することが重要
である．この目的のためには，複雑な脳をそのまま解析するのみならず，急性スライス
標本や培養系などの脳の基本的な機能を保持した in vitro の系が有効である．本研究
では，ラット海馬分散培養系に細胞外電位多点計測系を組み合わせて，神経回路網にお
ける神経電気活動の履歴現象を解析した．第１章は全体の序論として，神経回路網ダイ
ナミクスに関する最近の研究の動向を紹介した．第 2章においては，本研究で用いた分
散培養系の形態学的性質を概観した．本系には神経細胞と数種のグリア細胞が混在し，
その他に神経幹細胞が特異的に持つタンパク質を発現した細胞が存在している可能性
を示した．第 3章で，培養した神経回路網において，単一の神経細胞の時間スケールで
はなく回路網の時間スケールで発現するメモリー的な現象を報告した．これは神経回路
網に入力した刺激の履歴が残る現象であり，その発現には神経細胞間の機能的結合が充
分ロバストであることが必須であることが明らかになった．印加された電気刺激の影響
が神経回路網内を伝搬することで，刺激の影響が保持される時間（履歴持続時間)が決
定される可能性がある．第 4章ではコンディショニング後の神経回路網におけるネット
ワークバーストの活動間隔と印加した電気刺激の間隔に相関があり，印加された連続刺
激の刺激間隔が，自発的に活動しているネットワークバーストの時間間隔に保持される
という，タイミングメモリー現象を報告した．また，本系の培養条件の場合，2秒まで
の刺激間隔を保持することを見出した．タイミングメモリーとして記憶可能な刺激間隔
の長さは，刺激応答の履歴持続時間と関連する可能性がある． 
細胞外電位多点計測系を用いて脳機能に対するアッセイを行う研究も展開されてい
る．本研究で用いた分散培養系と細胞外電位多点計測系の組み合わせに，細胞間の機能
的結合を推定する手法を併せて新しいアッセイ系を構築した．第 5章ではこのアッセイ
系を用いて内分泌系攪乱作用をもつビスフェノール A（Bis phenol A，BPA)の影響評価
を行った．その結果，BPA は神経回路網の培養日数に依存して自発性神経電気活動を抑
制することを明らかにした．これまでに BPA が単一の神経細胞に与える影響は報告され
ていたが，BPA 含有培地下に暴露直後だけではなく，BPA 含有培地を取り除いてからも
1 時間程度に渡って神経回路網の活動に影響を与えることが明らかになった．このよう
な変化は単一神経細胞スケールでは明らかでなく，回路網スケールで解析することで初
めて明らかになった現象である． 
結論として，本研究では，培養神経回路網を小さな脳のモデルとして確立し，履歴現
象とタイミングメモリーという短期的なメモリー現象を発見した．また，この系をアッ
セイ系として用いて，BPA の自発性神経活動の抑制効果が神経回路網スケールで持続す
ることを明らかにした． 
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1. 序論 
1.1 記憶の細胞生物学的基盤 
脳の入出力機構の最小単位である神経細胞のレベルでは，神経細胞間のシナプス伝達
に着目した研究が展開されてきた（図 1.1）．神経細胞の活動電位の発生の基盤として，
細胞膜内外に電位差が発生している．それらは主としてナトリウムイオンとカリウムイ
オンの膜内外の濃度差によって生じる[1]．静止膜電位では，細胞膜外のナトリウムイ
オンの濃度が高く，細胞膜内はカリウムイオン濃度が高い状態で維持されており，その
状態の膜内外の電位差は約-70mVとなる．シナプス後電位の発生などにより膜が脱分極
して閾値を超えると，電位依存性ナトリウムチャンネルが開孔してナトリウムイオンが
細胞外から細胞内へ流入し，膜電位は約+30mV に達する．その後，ナトリウムイオンチ
ャンネルは不活性化し，電位依存性カリウムチャンネルが開孔してカリウムイオンが細
胞内から細胞外へ流出する．最終的に膜電位は下がり，再び約-70mV に落ち着く．この
一連の膜電位の変化が活動電位であり，単一の神経細胞で発現する．軸索初節から発生
した活動電位は軸索を伝搬していき，シナプス前終末部に到達する．活動電位によりシ
ナプス前終末の電位依存性カルシウムイオンチャネルが開口し，カルシウムイオンがシ
ナプス内に流入し，シナプス小胞が細胞膜に融合して神経伝達物質が放出される．放出
された神経伝達物質はシナプス間隙を拡散してシナプス後細胞の膜上に存在する神経
伝達物質受容体に結合し，シナプス後細胞へのイオン流入を引き起こして，最終的にシ
ナプス後細胞で活動電位が発生する．このようにシナプス前細胞から後細胞へ活動電位
は伝搬していく（図 1.2）． 
 
図 1.1 神経細胞の膜電位変動の模式図． 
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図 1.2 ほ乳類中枢神経系における神経細胞間の情報伝達機構． 
 
神経細胞から放出される神経伝達物質は，興奮性に働くグルタミン酸，抑制性に働く
γ-アミノ酪酸（γ-AminoButyric Acid , GABA），グリシン等がある．哺乳動物の中枢
神経の主要な興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸の受容体は，大きく分類して 2つ
のグループがあり，グルタミン酸作動性シナプスにおける通常のシナプス伝達を主とし
て担っている α-アミノ-3-ヒドロキシ-5-メチル-4-イソオキサゾールプロピオン酸
（α-Amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-isoxazolePropionic Acid, AMPA） /カイニン酸 
（Kainate）型グルタミン酸受容体（AMPA Receptor, AMPAR）と，シナプス可塑性をト
リガーする N-メチル-D-アスパラギン酸（N-methyl-D-Aspartate Receptor，NMDA）型
グルタミン酸受容体（NMDA Receptor, NMDAR）とがある．中枢神経で働く主要な抑制性
神経伝達物質である GABA の受容体は，γ−アミノ酪酸受容体（GABA A,B,C, Receptor, 
GABAAR，GABABR，GABACR）に結合する．GABAAR，GABABR，GABACR は，GABA を構成する 5
量体のサブユニットの組み合わせが異なり，Aと C がイオンチャンネル型受容体で GABA
が結合すると Cl-チャネルを開孔しする．B は G タンパク質結合型受容体でイオンチャ
ネルは直接開孔しない．もう一つの主要な抑制性の伝達物質であるグリシンの受容体も，
GABA が結合すると Cl-チャネルを開孔する．他方，NMDAR の NR1 サブユニットにもグリ
シン結合部位があり，グリシンが結合することで NMDARは活性化する，従って，グリシ
ンは抑制的でもあり，興奮を促進する要素でもあると言える．これらの分子生物学的実
体によって神経回路網の電気的信号伝達が担われている[2]． 
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 脳高次機能はシナプス伝達効率が調整されることで発現していると考えられる．シナ
プス伝達の強度が柔軟に変更されうる性質をシナプス可塑性という[1]．シナプス可塑
性としては，長期増強現象（ Long-Term-Potentiation, LTP)[3]，長期抑圧現象
（Long-Term-Depression, LTD)[4]や，シナプス前細胞と後細胞の発火タイミングに依
存したスパイクタイミング依存的可塑性（Spike Timing Dependent Plasticity，STDP）
[5, 6]が報告されている．シナプス可塑性のメカニズムは生物種や脳の領域によって
様々なバリエーションがあるが，そのうち，最も良く研究されているのは NMDARに依存
したシナプス可塑性である．通常，NMDARは Ca2+を透過させるイオンチャネルを持つが，
静止膜電位付近では Mg2+がイオンチャネルを阻害するため，NMDAR は活性化しない．シ
ナプス後細胞が強く脱分極することで，NMDAR から Mg2+ブロックが外れ，このときグル
タミン酸が受容部位に結合すると NMDARの Ca2+イオンチャネルが開孔する確率が上昇し，
NMDARが活性化する[7]．活性化した NMDAR のイオンチャネルを通って Ca2+が細胞内に流
入することで，シナプス前細胞からの神経伝達物質の放出量の増加や，神経伝達物質受
容体数の増加がおこり，結果として LTP が誘導される．LTP は，100 Hz・1 秒間程度の
電気刺激を印加するテタヌス刺激と呼ばれる高頻度連続刺激や，100 Hz・数十ミリ秒の
高頻度刺激のセットを 0.1-0.2秒間隔で間歇的に加えるθバースト刺激[8]，ペアリン
グと呼ばれる，シナプス前細胞と後細胞の同期的興奮などにより誘導される[9, 10]．
他方，LTD は 5 Hz 程度の比較的低頻度の連続刺激により誘導される．カンデルらは急
性スライス切片を用いた実験により，持続時間の異なる早期 LTPと後期 LTP を報告して
いる[11].早期 LTP は 100 Hz の高頻度連続刺激を 1 回加えるだけで発現し，1-3時間程
度持続する．この早期 LTP は新たなタンパク質合成を必要としないフェイズである．そ
して，後期 LTP は 100 Hz の高頻度連続刺激を 10 分間隔で 4 回加えることで発現し，8
時間以上持続する．この後期 LTPは新たなタンパク質合成を必要とするフェイズである．
このように LTPは増強誘導手法に依存して，持続時間が異なることが報告されている．  
 また，富永らは培養スライス切片を用いて 20 日以上持続する LTP の存在について報
告している[12-14]．LTP を 3 回，3-24 時間あけて発現誘導することで，シナプス新生
が誘導され，より長い時間の LTP（Repetitive-LTP- Induced Synaptic Enhancement, RISE）
が発現する．さらに，富永らは数週間持続する LTD（LTD-repetition-Operated Synaptic 
Suppression, LOSS）も報告している[15-17]．この現象は，RISE と同様に，24 時間以
内の間隔で 3回 LTDを発現誘導することによって発現する，シナプス密度の低下を伴う
長期間持続するシナプス抑圧である．これら RISEと LOSS はシナプス密度の調整を伴う
現象であり，記憶の確立に寄与していると考えられている． 
上記のように，生体で発現する記憶に関連する現象の時間スケールに近い持続時間を
もった神経回路網・神経細胞レベルの現象が報告されている．これら細胞レベルから組
織レベルで発見された記憶現象は互いに深く関係している．また，神経回路網・神経細
胞レベルの現象が，確かに生体の脳における学習のメカニズム，すなわち行動の変更を
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伴う高次の記憶機能のメカニズムの基盤となっていることが報告されている[18]．脳の
高次機能としての空間記憶を定量的に評価する行動実験としてはモリスの水迷路実験
が一般的に用いられている．まず，周囲に目印を配置し，透明な水を満たした水槽でマ
ウスを泳がせて水面下に設置した足場までたどり着かせる．このときマウスは目印を元
にして足場の位置を記憶する．次に水槽をミルクなど不透明な液体で満たして足場が見
えない状態にしてマウスを泳がせると，マウスは目印と記憶を頼りに足場にたどり着こ
うとする．マウスが見えない足場を見つけるまでの時間を測定することで記憶の確実性
を定量化するという実験である．海馬領域に APVを投与して NMDARを阻害し，LTP が発
現しない条件下にあるマウスや NMDAR の発現を分子生物学的手法でノックアウトした
マウスは，不透明な液体の水面下にある足場を見つけられず，空間記憶の生成が阻害さ
れたことが示唆された[19]．この結果は，海馬のシナプス部位に存在する NMDARという
分子的な実体が空間記憶の生成に必須であることを示唆している． 
 
1.2 神経活動パターンによる情報表現 
記憶・学習に関わる研究は細胞レベルから個体レベルまで，多くの報告が存在してい
るが，外界からの入力に対して応答する神経回路網スケールでの情報処理機構は詳細が
未だ明らかになっていない．これまで，外界の情報が単一の神経細胞もしくは複数の神
経細胞によって表現されているという仮説が提案されてきた．その一つは特定の事象に
対応した特定の神経細胞が存在するというお婆さん細胞仮説である．これはお婆さんの
顔，服装などの特徴を感覚器官が受け取るといくつかの情報処理過程を経て最終的に脳
内の特定の神経細胞が活動を起こし，その活動が十分に強ければお婆さんを認知してい
ることに対応するという仮説である[20]．この仮説には，有限である個々のニューロン
で無数の事象に対応できるのか，という問題がある．また，ある事象に対応したニュー
ロンが何らかの理由で死滅した場合，その事象に対する脳内の情報も消滅することにな
ると言う脆弱性も含有する．脳内でニューロンが死滅することは一般的によくおこる現
象であり，これでは情報の保持・外界事象の認識に支障をきたすはずである．以上から，
現在は脳内の情報表現は神経集団（セルアセンブリ）により実現されるというポピュレ
ーション・コーディング説が有力である．特定の神経細胞集団が情報を表象するという
アイディアは比較的古くから提唱されている．ヘッブが提唱したセルアセンブリは神経
細胞の協調した活動により形成される機能的な細胞群であり，アセンブリを構成する神
経細胞は互いに同期的な電気活動を一定期間内に発現する[21]．個々の神経細胞は異な
る複数のセルアセンブリにおいて重複していることもあるとされる．物理的に同一の神
経回路網で多数の活動パターンが表現されうるとすると，そのセルアセンブリが様々な
時空間パターンを形成することで，無数にある外界の事象に対応していると考えられる
（図 1.3）．このセルアセンブリが情報表現の基盤となっていることを示す研究成果も
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報告されている．谷藤らは，カニクイザルに対して視覚刺激を提示すると，下側頭葉視
覚連合野において視刺激ごとに特有の複数の神経細胞の同期的パターン活動が発現す
ることを報告している[22]．視覚刺激として類似した形状の物体を提示すると，下側頭
葉連合野の類似した位置に特定の活動パターンが確認される（図 1.4）．この結果から，
脳活動の時間パターンと空間パターン（時空間パターン）に外界の情報が表現されてい
ると考えられる．外界の特定の情報は脳の特定の時空間パターンをもった活動に表され
ているが，複数の時空間パターンを切り替えて生成するためには，神経回路網を構成し
ている神経細胞間の機能的結合の短期的・長期的な変化が必要である． 
  
 
図 1.3 神経回路網内のセルアセンブリ． 
アセンブリの境界（破線部の神経回路）は活動依存的に変化し，機能的に活動
するセルアセンブリは動的に変化すると考えられている. 
 
 
図 1.4 脳内に表現される視覚応答パターン（文献［22］より Fig.3bを抜粋引用）． 
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近年では，神経回路網の経時的活動をモニタリングし，脳ダイナミクスの解明に向け
て研究が展開されつつある．In vivo では，実験動物の脳に電極を刺入し，入出力の変
化を経時的に計測する手法がある[23]．深山らはラットの運動中枢から侵襲的手法によ
って計測された脳活動を基に，車体型デバイスの移動を制御するシステムを開発してい
る．このシステムはラットを車体に懸架し，ラットの運動行動に伴う脳活動を左脳，右
脳の大脳皮質運動野から計測し，その電気活動データから線型モデルのパラメーターを
抽出してこれを元にして左右両輪の回転速度を制御している．しかしながら，数ヶ月に
渡り脳の神経活動をモニタリングしながら電気刺激を印加することや膨大なデータ数
になる神経回路網ダイナミクスを長期に渡って解析することは困難である．脳に電極を
刺入して活動を計測する方法では電極数の数が限定されてしまい，局所的な電気活動し
か計測ができない点や，長期に渡る計測に伴う感染の危険性などが問題となる．さらに，
計測される脳活動は非常に複雑であり，解析についての問題もある． 
In vitro では，簡易な神経回路網のモデルとして，細胞外電位多点計測と急性スラ
イス標本や分散培養系を組み合わせた系による神経ダイナミクスの解析が行われてい
る．特に，細胞外電位を備えた多点電極皿上に神経細胞を分散培養して細胞外電位を多
点で計測することにより，神経細胞群が複雑な神経回路を形成していく過程やこれに伴
う神経活動の時空間パターンの変化が解析されている[24]（図 1.5）． 
 
 
図 1.5 小規模な脳のモデルとしての培養神経回路網． 
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1.3 神経回路網を利用した知能情報処理 
脳研究と人工知能研究の関係は古く深い．人間と同様の情報処理を行う，知能をもっ
た機械を開発することを目的として人工知能の研究が展開されてきた．神経をモデルと
して考案された人工ニューラルネットワーク（Artificial Neural Network, ANN）に関
しては，1943 年にマカロックとピッツが“A logical calculus of the ideas immanent 
in nervous activity”として発表した[25]．それは形式ニューロンとよばれる神経細
胞モデルを相互に結合し，神経細胞間の活動が起きる状態/起きない状態を情報処理に
応用する考えである．これ以来，神経細胞をモデルとした情報処理素子によってネット
ワークを構成し，情報処理を実現する人工ニューラルネットワークモデルの研究が盛ん
になった．1958 年にローゼンブラッドが学習法則としてパーセプトロンを考案した．
これは形式ニューロンの考えを元にして作られており，3層（受容器（層)，連合器（層)，
応答器（層))からなる特徴検出器である[26]．1969 年にミンスキーとパパートによっ
て，パーセプトロンは数学的に単純な「線形分離可能」な問題しか解くことが出来ず，
学習能力の限界があると報告された[27].これにより 1970 年から人工知能研究は下火
となり，「AIの冬」を迎えたが，その後，1986年のラメルハートらによって階層型ニュ
ーラルネットワークモデルと誤差逆伝搬アルゴルズムを組み合わせることで，線形分離
不可能問題に対応できることが明らかになった．人工ニューラルネットワークとしては，
フィードフォワード型のモデルだけではなく，リカレント型の神経回路網モデルも提案
されている．中野らは 1969 年にリカレント型の神経回路モデルとしてアソシアトロン
を考案している[28]．これは人工神経回路による連想記憶装置であり，3つの値（+1, 0, 
-1）をとりうるモデルニューロンを使用している．実際は単一の神経細胞は，活動電位
を発生したとき，出力は 1 もしくは 0のいずれかの値しかとらないので，アソシアトロ
ンは忠実に神経細胞の動作をシミュレートしているとは言い難い．その他ボルツマンマ
シン[29]やコホーネンマップ[30]など，いずれも脳における神経回路網を元にモデル化
されてはいるが，細かい点では生理的なシステムから離れている．人工ニューラルネッ
トワークの研究は，神経細胞が構成するネットワークを忠実にシミュレートするという
方向よりは，現実に情報工学的な問題解決が可能なシステムを開発するという方向にあ
る． 
他方で，人間の経験や知識を定式化し，これにファジィ集合論を組み合わせることで，
人間のように曖昧さを扱ったり，柔軟な情報処理を実現したりすることを実現したファ
ジィ推論法も提唱されている[31-33]．さらに，近年のコンピュータの演算性能やメモ
リー領域の拡大を背景に，膨大な計算量を前提とするが，極めて応用範囲の広いアルゴ
リズムとして遺伝的アルゴリズムが提案された[34]．これらは脳や神経細胞の機能を模
倣しているというより，脳の高次機能を模倣したり，より低レベルの分子遺伝の機能を
模倣したりしている． 
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 このように生体の知能や情報処理を模したソフトコンピューティングの研究開発が
展開されている中で，1950 年には「人工知能かどうかを判定するテスト」がチューリ
ングによって提案された[35]．このテストは人工知能が人間と同じくらい「知的」であ
るとする基準を提案したものである．判定者となる人間と人工知能が互いに隔離された
状況でテストが行われ，判定者と人工知能の間でキーボードとディスプレイを介して対
話が行われる．最終的に判定者がある割合を超えて人工知能を人間と誤認した場合，こ
の人工知能はテストに合格し，人間と同じくらい知的であるとする．このチューリング
テストに合格する人工知能は最近まで報告されていなかったが，2014年にユージーン・
グーツマンという人工知能が審査員の 30％以上を欺いて「人間」だと思わせることに
成功した[36]．この人工知能は 13 歳の少年を想定した程度の返答を行い，かつ英語が
母国語ではない設定でテストが行われた．そのため，人工知能が「わからない」という
返信をするのも 13 歳らしい回答の一つであると言えるが，本来のチューリングテスト
は会話に制限を設けていない為，限定的なチューリングテストになってしまっていると
いう批判がある[37]． 
また，チューリングテストをもって人工知能であると判断するのは難しいというサー
ルの「中国語の部屋」という反論がある[38]．この思考実験は以下の通りである．「中
国語の部屋」と名付けられた部屋の中に英語しかわからない人がいるとし，質問者はこ
の中国語の部屋に，紙に中国語で書かれた質問を投ずるとする．その部屋には万能辞書
が備えられており，中国語が全く理解できなくても投ぜられた中国語の文章にある文字
を辞書に従って置き換えるだけで完璧な答えを回答できるとする．従って，部屋の中に
いる人は全く中国語を理解しなくても完璧な回答を書くことができる．中国語の部屋の
外にいる人から見ると，この部屋の中には中国語を理解し，質問に回答する能力のある
者が存在していると考えるだろう．しかしながら，実際には部屋の中に中国語を理解で
きる者は存在していない．従って，質問に対する受け答えができるだけでは，その内容
を理解しているとは断定できない．すなわち，「知能があるかのように受け答えをして
チューリングテストに合格したとしても，それは知能かどうか判定できない」という反
論である． 
 チューリングはあくまでシステムが人間と同じ程度に知的に振る舞えるかを問題に
していたのに対し，サールはシステムそのものが自覚的に「理解」可能かどうかという
ことを問題にしている．この 2つの論点は微妙にすれ違っていると考える．上述したよ
うに，人工知能がチューリングテストをパスしたかについては未だ限定的であるという
見方が主流であり，現状の人工知能は自覚的な理解どころか，人間のように行動するこ
とも難しいと言える． 
 これまで提案されてきた多くの人工知能は，知識を定式化した上で，最適解を模索す
るタイプの AIであり，そのタイプの AIは限定的な空間でない限りフレーム問題に直面
する．ブルックスらは環境と相互作用するロボットを開発した．このロボット「ゲンギ
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ス」は包摂アーキテクチュア（Subsumption Architecture）の実例として開発され，身
体性認知科学の概念によっている．包摂アーキテクチュアとは，複雑な行動パターンを
単純な行動に分割して階層的に再構築し，部分が統合されて全体として 1つの行動を生
成するように設計する思想である．いわば，感覚器官からの反応を統合してボトムアッ
プ的に複雑な行動を生成する考えである[39]．また，身体性は意味性や価値を外部のス
ーパーバイザーなしに定義することを可能とするが，行動の意味を自律的に記号設置さ
せるには，生存するという目的を内在した生体の細胞を用いる必要があるのかも知れな
い[40].このような観点から，近年では分散培養した神経回路網上に知能を持たせよう
とする研究も展開されている．例えば，ポッターらは分散培養神経回路網と小型移動ロ
ボットを組み合わせることで，ロボットに設置した近赤外センサの値を元にして神経回
路に電流刺激を印加し，神経回路網の誘発応答をデコードしてロボットのモーター速度
を制御する，神経回路網と機械をインターフェイスした Hybrot を開発した[41]．また，
神経回路網に機械の腕を接続した MEARTを開発した．MEARTの行動生成は神経回路網の
電気活動によるが，筆者らはその学習方式を“Shaping”と呼び，スーパーバイザーが
適切な応答と判断する神経活動が発生するまで，コンディショニング刺激を様々な条件
で印加し続けた．結果として，センサからの入力に対して期待した神経活動が発生する
ように訓練することができ，MEARTは想定の範囲内の動作に制御された．つまり，様々
な電気刺激を神経回路網に印加することで目的にあった時空間パターンをもつ神経活
動に変化させることに成功している[42]．また，マーチノイアらのグループも分散培養
系とロボットを組み合わせ，神経細胞平均発火数を基にしてモーターの速度を決定し，
ロボットの行動を生成した[43]．この研究では，培養領域を 4つのクラスタに区分して
培養を行い，弱く結合された 4つのサブネットワークに対して電流刺激を印加すること
で，複数の異なる状態に対応する分離した神経活動パターンを効率的に生成することに
成功している．これらの研究は神経回路網とロボットを相互作用させることで，知的情
報処理の実現を目指しているが，あらかじめ想定した神経活動が発生するように神経回
路網を訓練（ポッターら）もしくは加工（マーチノイアら）すると言う発想であり，生
体神経回路網の自律的な情報処理を利用すると言うことではない． 
 
1.4 小さな脳のモデルとしての培養神経回路網 
本研究では，知的情報処理を行う神経回路網ダイナミクスの解析を目的として，培養
神経回路網に電気刺激を印加することで，神経回路の応答時空間パターンを解析した
[44]．本研究で用いた神経回路網は，神経細胞の活動が再帰的に入力される系であるた
め，電気刺激を印加するタイミングによって時空間パターンが明確に異なることが予想
された．そのような事前の刺激の影響に依存した出力を返す場合，その神経回路網は出
力の履歴現象を持つと定義して実験を行った．電気刺激間隔に依存した神経回路網性の
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現象が実際に発現するか検証する事を第一の目的として,電気活動の時空間パターンを
比較し，神経回路網性の履歴現象が実際に観察されうるかを解析した．その結果，培養
70 日（70 Days in vitro, DIV）以上の細胞で 1秒から 2秒程度の時間範囲において神
経回路網性の履歴現象が顕著に観察されることを発見した．以上のように，自律的に形
成された神経回路網において，事前に加えられた刺激の影響を神経回路内に保持するメ
モリー現象が存在することを発見し 3章にその報告をまとめた． 
 また，履歴現象とは，刺激にトリガーされた，神経回路網内を反響的に伝搬する刺激
の影響で誘発された電気活動によって，次の刺激印加に対する応答神経活動による情報
処理が大きく異なる変動する現象である．それは，電気刺激を印加するタイミングに依
存して神経回路網が全く異なる情報処理を行っている可能性を示唆する．本研究以外に
も，神経回路網は電気刺激依存的に活動を変化させることが知られている[45]．シャハ
フらは神経回路網に電気刺激を繰り返し印加した場合，もともと神経回路の反響的な応
答が観察されなかった刺激印加直後の時間帯 50 ms ± 10 ms において，もともと発現
していなかった神経回路の反響的な応答を示すように変化することを報告している．ま
た，この実験において，神経回路網の反響的な応答が戻ってくる時間は電気刺激印加に
よって調整できることを示している．履歴現象はリカレントな入力が神経回路内で反響
することで発現する現象であり，上記に報告されている電気刺激による反響時間の調整
と履歴現象は深く関わっていると考えられる． 
 4章では，神経回路網の履歴保持的時間内に刺激が繰り返し印加された場合の神経回
路網の発火特性変化を解析し，コンディショニング後の神経回路網に存在する自発性活
動のタイミングを調整する“タイミングメモリー”現象が発現することを報告した．こ
の現象は，印加される電気刺激のタイミングに依存して自発性のネットワークバースト
周期を調整する“タイミングメモリー”であり，これに類似した現象は生体内でも確認
されている．例えば，ゼブラフィッシュに対してある間隔で視覚刺激を入力した場合，
その刺激間隔に依存して神経回路網の活動リズムが変化するという報告がある[46]．タ
イミングメモリーという現象は外界の環境と相互作用して特定の活動状態を作り出す
脳の基本的な現象である可能性が高い． 
このように，神経回路網は脳情報処理の基本的な要素を内在した小さな脳のモデルと
して考えることが可能である．この意味で脳神経回路網の情報処理に対する薬物の効果
を評価する系としても有用であると考えられる．実際に試薬スクリーニング系として細
胞外多点計測システムを用いた研究が発表されている[47]．例えばステンゲルらは，神
経回路網を，環境に存在する作動薬を評価する，生体ベースのバイオセンサーシステム
として提案しており[47]，パルビツらは神経回路網に対する亜鉛毒性を評価するために
細胞外多点計測システムを用いている[48]． 
本研究においても，分散培養系と細胞外電位多点計測システムを利用して，神経細胞
間の機能的結合を指標として脳への薬物の影響を評価する手法を開発し，第 5 章に記述
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した．対象とした薬物は，体内に摂取されやすい内分泌系攪乱作用のあるビスフェノー
ル A（BPA）を用いた．小さな脳のモデルとしての神経回路網に対する BPA の影響を神
経回路網レベルで解析したところ，BPA は暴露直後だけではなく 1時間にわたって神経
回路網の活動に影響を与えることが明らかとなった．この結果は，これまで薬理アッセ
イの多くのシステムで使用されていた，単一神経細胞の電位変化を定量するだけでは明
らかにできなかった薬物の神経回路網の機能への影響を明らかにしたと言える． 
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2.1 序論 
脳神経回路を構成する細胞として，大きく分類して神経細胞と神経膠細胞（グリア細
胞）がある．神経細胞には，哺乳動物の脳全体に分布し，興奮性のグルタミン酸作動性
神経細胞，抑制性のGABA作動性神経細胞，学習に関わる視床下部や赤核のドーパミン作
動性神経細胞や縫線核のセロトニン作動性神経細胞等，神経伝達物質による分類でも多
くの種類がある．また，神経細胞の形態も様々であり，大脳皮質や海馬に存在する錐体
細胞，小脳に分布する顆粒細胞，プルキンエ細胞，バスケット細胞，ゴルジ細胞等があ
り，特徴的な形態はそれぞれの細胞が持つ特異的な機能と関連性がある．グリア細胞と
いう名称はアストロサイト，オリゴデンドロサイト，ミクログリアの総称であり，それ
ぞれの機能は異なる．アストロサイトは神経細胞間の物理的な支持，カリウムイオンや
グルタミン酸の回収等の役割をもつ．オリゴデンドロサイトは細胞体から伸長した神経
細胞の軸索に髄鞘（ミエリン）を形成することで，神経電気活動の跳躍伝導を実現する．
ミクログリアは貪食能を持ち，アポトーシスを起こした細胞に対して反応する．これら
多彩な機能をもつグリア細胞の数は人間の脳においては神経細胞の数と同程度，もしく
はそれ以上存在すると考えられる[1]．近年，グリア細胞が神経細胞をサポートする役
割を果たすのみならず，積極的に脳内の情報処理に関わるという報告がある[49]．例え
ば，グリアは他のグリア細胞とギャップ結合で接続されており，相互に接続された細胞
内をCa2+や化学物質が拡散する．その結果神経回路の挙動に影響を与える [50]．NMDAR
はシナプス可塑性，学習などに関係しているが，NMDARの活性化には，グルタミン酸に
加えて共アゴニストであるD-セリンやグリシンの結合が必要である．D-セリンはアスト
ロサイトに豊富に存在しており，NMDAR活性を制御する因子であると報告されている
[50]．また，アストロサイトは直接シナプスの活性に関与しており，NMDARの活性化を
介して自発性活動の興奮性伝達，抑制性伝達物質放出確率を修飾している[51].いずれ
の細胞種も，細胞種特異的に発現するタンパク質分子をマーカーとして用いれば免疫組
織化学法により識別可能である．例えば，神経細胞はNeuN（Neuronal Nuclei）[52],
オリゴデンドロサイトは抗オリゴデンドロサイトマーカーO4[53],アストロサイトは抗
グリア線維性酸性タンパク質（Glial Fibrillary Acidic Protein,GFAP）[54]，ミクロ
グリアはIba1[55]で識別可能である．免疫組織化学法としては，標的である組織・細胞
内に特有の抗原物質に結合した標識抗体を蛍光で検出する蛍光抗体法と酵素反応によ
って検出する酵素抗体法がある．蛍光抗体法による染色は多重染色した場合でも識別性
が高く，高解像度で観察可能な共焦点レーザー顕微鏡との親和性が高い[56]．他方，酵
素抗体法は酵素反応によって抗体検出する．この手法は光学顕微鏡のみならず，電子顕
微鏡のための試料にも適用できる点が利点である[57]．本研究では対象となる機能分子
を識別して結合する1次抗体に対し，蛍光標識した2次抗体を認識・結合させることで増
感する検出感度の高い蛍光抗体法の間接法を使用した. 
2.小規模神経回路網の構築とその性質      
 
14 
 
神経細胞群の協調的な活動によって脳高次機能が発現しているならば，その神経細胞
群から構成されている神経回路網の電気活動ダイナミクスを理解することが重要にな
る．それらの研究には 32 個から 256 個の微小平面電極を底面に備えた培養皿
（Multi-Electrode Array, MEA）や，CMOS イメージセンサ技術により 24600 個もの電
極を底面に備えた高密度プローブが用いられている[58]（図 2.1）．また，分散培養系
においても急性脳スライスや in vivoの系において確認される LTPや LTDが活動依存的
に発現されることが報告されている．神保らは神経回路網にテタヌス刺激を印加するこ
とで電気刺激に依存した神経回路網の電気的活動の変化を報告している．この研究にお
いてはテタヌス刺激を印加された神経細胞とそれが接続している他の神経細胞とで形
成する信号伝達経路に依存して活動の増強あるいは抑制が発現された[59]．分散培養系
は電気刺激を印加するのに簡便であるほか，その他の実験環境を変更することが容易な
系であり，神経回路網で起きる情報処理の基本メカニズムを解明するのに有用である．
例えば，細胞外液を Mg2+イオンを含まないものに置換することで，NMDAR を活性化して
LTPを誘導することができる[60]．これらの結果は神経回路網においても脳の中で発現
するシナプス可塑性と同様の現象が発現することを示しており，入力に依存した情報処
理が実行されていることを示唆する． 
近年，神経細胞が複雑な回路網を形成していく過程を詳細に解析することで，神経回
路網ダイナミクスの理解を目指す研究が展開されている[61]．微小平面電極上に神経細
胞を分散培養することで，神経細胞が神経回路網を形成していく過程を長期に渡って計
測することが可能である．培養された神経回路網は自己組織的に回路を再構築し，他の
神経細胞からの入力が集中するハブ的な神経細胞が存在する回路構造を形成する[62]．
チャッパローネらは培養初期（7-14日）においてシナプス結合の形成・改変が起こり，
培養後期（28-35日）ではシナプス結合が成熟する[63]と報告している．分散培養され
た神経細胞は神経回路網の成熟過程において，自己組織的に回路網を構築し特徴的な活
動を発現する．また，培養日数や培養密度に依存して神経回細胞の興奮性シナプス，抑
制性シナプスのバランスが変化すると報告されている．従って神経回路網は自己組織的
に生じた不均一性に依存してシナプス伝達効率の変化が起こりうる系であると言える
[64]． 
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図 2.1 MED プローブと高密度 MEA． 
左上の写真は MED プローブ，左下は MED プローブ底面に配置されている酸
化インジウムスズ電極．右上の写真は高密度 MEA，右下は高密度 MEA 底面に
配置された CMOS電極アレイ（文献［58］，Fig.12 を一部改変して引用）．オ
レンジで囲まれた枠が細胞外電位計測用の電極として働く 1つの CMOS電極
を示す（文献［58］，Fig.13 を一部改変して引用）． 
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2.2 実験手法 
2.2.1 ラット海馬初代分散培養の概要 
分散培養とは，神経細胞のシナプス結合を一端分離して培養したものである．一度培
養したものを解離分散して再び培養を行うことを継代培養，対して直接動物から採取し
た細胞を培養したものを初代培養と呼ぶ．培養された神経細胞は培養皿上で神経突起を
伸張し，複雑な神経回路網を再構成する．培養過程において，遺伝的情報によって形成
された神経回路を一端解離分断するため，再構成された神経回路網は細胞間の相互作用
によって自律的に構成された回路になる[65]．その回路構成過程は，神経細胞に内在し
ている機能によって実現されていると考えられる．実験材料として，妊娠 18 日目のウ
ィスターラットの胎児海馬領域を使用した（日本 SLC, 図 2.2）．妊娠 18 日目のラット
胎児を用いる理由は，この時期は細胞の予定運命が決定している段階であり，且つ神経
突起の伸長が未発達で，神経細胞やグリア細胞が解離によるダメージで細胞死を起こし
にくいと考えられるからである．また，海馬分散培養系はよく研究されている培養系で
あり，その発達過程などの基礎データや機能タンパク質に対する抗体などの情報が豊富
である．分散培養の手法は，バンカーらの一般的な手法を改変して行った[66]． 
神経細胞の細胞外電位を計測するために，微小平面電極を底面に備えた培養皿（MED
プローブ,α-MED サイテンティフィック）で培養を行った（図 2.3）．また，免疫染色手
法で観察する際には，より鮮明な像を得るため底面が薄ガラスになっているガラスベー
ス培養皿（イワキ）上で培養を行った（図 2.3）． 
 
 
図 2.2 妊娠 18 日目の ウィスターラット． 
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図 2.3 MED プローブ，ガラスベース培養皿上に培養された神経回路網． 
左：培養液で満たした MED プローブ底面の神経回路網. 
右：培養液で満たしたガラスベース培養皿底面の神経回路網. 
2.2.2分散培養手法 
全ての動物実験は関西学院大学動物実験管理規程に従い，関西学院大学動物実験委員
会の承認を得て行った．培養の準備として，解剖道具・クローニングリング（内径 7 mm）
を，オートクレーブ滅菌し，よく乾燥させた．使用する MED プローブは数秒間漂白剤に
浸して洗浄した後，表面をよく水洗し，その後 milli-Q水で 3回以上洗浄した．クリー
ンベンチ内で十分に乾燥させた後，30分間紫外線（UV）による滅菌処理を施した．MED
プローブはポリエチレンイミン（PEI）でコーティングした．コーティング溶液は PEI 
0.02% 溶液を使用した. MED プローブに 1 ml の 0.02% PEI 溶液を入れ, 3時間以上室
温にて静置した. その後 PEI 溶液を除去し, milli-Q 水で 3 回洗浄した． 
胚齢 18 日目（Embryonic day 18 , E18）のウィスターラット胎児の大脳から海馬領
域を切り出し，培地中に保持した．次に培地を除去し，10 mM ブドウ糖含有 Mg2+−Ca2+
非含有リン酸緩衝液（Phosphate-buffered saline-,PBS-）で 3回デカンテーションを行
い，トリプシン含有 エチレンジアミン四酢酸（EDTA）溶液をトリプシンの最終濃度が
0.0125% になるように加えて 10分間 37℃で処理した．続いて，血清を含んだ完全培地
で 3回デカンテーションを行ってトリプシン酵素反応を終了させ，スポイトにてピペッ
ティングを行って細胞を解離して細胞懸濁液とした．細胞懸濁液の細胞数は血球計測版
を用いて計数し，7800 cells/mm2の細胞密度となるよう 30 万個の細胞に相当する量を
MED プローブ又はガラスベース培養皿の中央に配置した内径 7 mm のクローニングリン
グ内に播種した．播種 1日後にクローニングリングを取り除き，その後は CO2インキュ
ベータ内で湿度 100%，温度 37℃，5% CO2の条件で培養を行った．コンタミネーション
を避け，また取り扱いを簡便にするために，MEDプローブとガラスベース培養皿はそれ
ぞれ 10 cm径のペトリ皿に入れて培養した．細胞培養用の培地組成は，25 mM 双極性イ
オン緩衝剤（HEPES）含有のダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium, DMEM） / ハム F12 混合培地，5 µg/ml インシュリン，100 U及び 100 µg/ml ペ
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ニシリン‐ストレプトマイシン，5% 牛胎児血清，5% 馬血清をそれぞれ添加したものを
用いた．添加物のインシュリンは細胞のブドウ糖の取り込みを促進するために必要であ
るとされる．ペニシリン−ストレプトマイシンは雑菌の繁殖を抑え，試料へのコンタミ
ネーションを避けるために添加した．牛胎児血清・馬血清は各種栄養因子とアミノ酸類
を含有し，細胞の成長促進と安定に必要である．血清含有培地であるため，グリア細胞
の増殖が顕著である．グリアの過剰な増殖を抑えるため，細胞分裂抑制剤 AraC を添加
するプロトコルもあるが，序論に述べたようにグリア細胞は神経回路網の情報処理に積
極的に関与している可能性があり，グリアの除去による神経細胞の機能への影響が皆無
とは考えにくいので，本研究では用いなかった． 
 
2.2.3 細胞外電位多点計測法 
 神経回路網の電気活動の測定には細胞外電位多点計測システム（MED64,α-MEDサイテ
ンティフィック）を使用した．MEDシステムには細胞外電位計測用の電極を備えたMED
プローブ（α-MEDサイテンティフィック）と，MEDプローブを固定し，端子配線を信号
線に結合するMEDコネクタ（α-MEDサイテンティフィック），信号を増幅するインテグ
レーテッドアンプ（α-MEDサイテンティフィック），A/D変換ボードを内蔵したPC/AT
互換のコンピュータ（α-MEDサイテンティフィック）を備える（図2.4）． 
 MEDプローブで測定された電位はMEDコネクタを介して計測ユニットへ送られる．計測
ユニットは 64 チャンネル インテグレーテッドアンプ及び刺激用ヘッドアンプで構成
されている．MED ユニットから送られてきた電気信号はインテグレーテッドアンプによ
って1000 倍に増幅され，制御ユニットへ送られる．制御ユニットは A/D 変換ボードを
内蔵したコンピュータと計測用ソフトウェアで構成されている．測定ユニットから送ら
れてきた電気信号は A/D 変換ボードによってデジタル化され，ハードディスクに保存
される．本研究ではサンプリング周波数 10 kHz，量子数 12 bit でデジタル化した．   
また，ソフトウェアで設定された電気刺激信号はD/A 変換ボード，インテグレーテッド
アンプ内の刺激装置，MEDコネクタを経由してMEDプローブ内の指定された電極に送られ
る．本システムは特別注文仕様の刺激用ヘッドアンプを組み込み，刺激電極の選択はヘ
ッドアンプに接続したスイッチを切り替えて行うか，もしくはデジタル信号をヘッドア
ンプに送信してプログラム的に行う．実験のデザインに合わせて適当な方式を採用した． 
MEDプローブは微小平面電極を備えた培養皿であり，細胞外電位を同時に多数の点か
ら，長期に渡って測定可能である．MEDプローブ基盤表面の中央部には64 個の微小平面
電極が8×8のアレイ状に配置され，その外側に4 個の参照電極が配置されている．これ
らを基準として細胞外電位を計測する．また，参照電極と選択した電極の間に電圧を加
えて，定電流電気刺激を行うことが可能である．微小平面電極のサイズは50×50 μm， 
インピーダンスは初回使用時で約22 kΩである．電極間距離は数種類のタイプが市販さ
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れているが，実験には最も広い450 μmのものを用いた（図2.5）．記録・刺激用のソフ
トウェアは研究室で独自開発された電位活動波形記録用ソフトウェア (SPike 
Recorder, SPR)を使用した．刺激には，同形の方形波パルスを双極で用いた．双極性刺
激は刺激のアーティファクトを軽減するためである． 
 
 
図2.4 細胞外電位多点計測システム． 
MEDプローブから計測された電位をインテグレーテッドアンプで増幅し，A/D変
換を行ってコンピュータのハードディスクに記録する． 
 
 
図2.5 MEDプローブ底面の参照電極と微小平面電極． 
底面に配置された微小平面電極を通して，電位計測・電気刺激を行う． 
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2.2.4 間接免疫蛍光染色法 
脳を構成している神経細胞やグリア細胞，それらに分化しうる幹細胞は，それぞれ細
胞内に特異的なタンパク質を発現している．そのため，そのタンパク質を細胞特異的な
マーカーとして染色することで，神経回路を構成している細胞の種類を特定することが
できる．本研究で用いた神経回路網も細胞特異的なタンパク質を発現している．神経回
路の電気的な変化を解析することに先だって，神経回路網を構成している細胞種のキャ
ラクタライズを行った．具体的には，特異的に発現しているタンパク質に対して抗体を
用いて標識を行った．以下に間接免疫蛍光染色法について簡単に解説する（図 2.6）．1
次抗体は特定のタンパク質に対する抗体を用いる．抗体は抗原抗体反応によって特定の
タンパク質にのみ選択的に結合するので，標識したいタンパク質を選別できる．抗体は
特異的結合以外に，標識タンパク質ではないタンパク質にも若干結合する．これを非特
異的吸着という．非特異的に吸着した抗体はノイズとなるため，これを防ぐためにブロ
ッキング処理を行い，さらに非特異的吸着を洗い流したりする処理を行う．その後，1
次抗体を抗原として認識する別の抗体（2 次抗体）を反応させる．2 次抗体はあらかじ
め蛍光色素で標識されており，特定の波長の光を吸収して，特定の波長の蛍光を発する．
間接法では 1 分子の 1 次抗体に複数の 2 次抗体が結合するのでシグナルが増強される．
本研究では，神経幹細胞，アストロサイト，オリゴデンドロサイトの標識のために，そ
れぞれ抗ネスチン抗体，抗 GFAP抗体，抗 O4 抗体を用いた．使用した 1次・2 次抗体を
表 2.1 に示す． 
 
 
 
図 2.6 抗体による間接免疫蛍光染色法の模式図． 
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表 2.1 使用抗体． 
標的分子 ホスト動物 細胞腫 希釈率 
Nestin マウス 神経幹細胞 1:200 
GFAP ラビット アストロサイト 1:500 
O4 マウス オリゴデンドロサイト 1:200 
 
2 次抗体 ホスト
動物 
標識対象の 
1 次抗体 
励起波長
（nm) 
蛍光波長
（nm) 
希釈率 
Alexa Fluor 488 ゴート 抗Nestin抗体 488 520 1:200 
Alexa Fluor 488 ゴート 抗 O4 抗体 488 520 1:200 
Alexa Fluor 568 ゴート 抗 GFAP 抗体 568 603 1:200 
 
神経回路網に対して，4% ホルムアルデヒドで 20 分間固定処理を行った．4% ホルム
アルデヒド水溶液を除去し，PBS−で 3 回洗浄した後，0.3% TritonX-100 で 20 分間膜の
透過処理を行った．10 mM グリシン含有 PBS-で 3 回洗浄した後，ブロックエースで 30
分間ブロッキングを行った．10 mM グリシン含有 PBS−で 3 回洗浄した後，1%ウシ血清
アルブミン含有 PBS−で希釈した 1次抗体を加え，4℃で 1晩静置して抗原抗体反応をさ
せた．次に 0.1%ウシ血清アルブミン PBS−溶液で余分な 1 次抗体を洗い流した後，1%ウ
シ血清アルブミン PBS−溶液で希釈した 2 次抗体を加え，4℃で 1 晩静置して抗原抗体反
応をさせた．アストロサイトの染色には Anti-GFAP rabbit IgG （1:500）を 1 次抗体
とし，Alexa Fluor 568 Anti-rabbit IgG （1:200）を 2 次抗体として用いた．幹細胞
の染色にはAnti-Nestin mouse IgG （1:200）を1次抗体とし，Alexa Fluor 488 Anti-mouse 
IgG（1:200）を 2次抗体として用いた．オリゴデンドロサイトの染色には，Anti-O4 mouse 
IgG （1:200）を 1次抗体とし，Alexa Fluor 488 Anti-mouse IgG（1:200）を 2次抗体
として用いた．免疫蛍光染色された試料は倒立型落射蛍光顕微鏡（IX-70）を使用し，
CCDデジタルカメラ（DP20）で撮像した． 
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2.3 実験結果 
2.3.1 分散培養神経回路網の培養日数依存的変化 
培養皿上に培養された神経回路網は自己組織的に神経回路網を構築し，培養日数7日
目には外部からの入力が全くない状態においても自発性の電気活動が計測されるよう
になる．自発性電気活動は麻酔下やスライス標本などの限定された神経回路サブセット
においても観察されるため，自発性電気活動の生成には特別な回路を必要とせず局所的
な神経集団で発現可能であると考えられる（図2.7)． 
 
 
図2.7 分散培養系における自発性活動の計測例（25 DIV）． 
各電極から計測された，自律的に発生する自発性活動波形． 
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図 2.8 分散培養系における誘発応答電位の計測例（25 DIV）． 
刺激電極を赤矢印で示す．神経回路網の電気的活動頻度が刺激直 
後に増加している． 
 
25 DIVでは刺激した電極と周辺電極において誘発応答が確認された（図2.8)．72 DIV
では刺激した電極において観察された波形と類似した波形が電極領域全体にわたって
多くの電極において確認された．それぞれの神経回路網の誘発応答波形からラスタプロ
ットを生成した（図2.9)．ラスタプロットとは縦軸に電極番号を配置し，神経回網の電
気活動が生じた時刻にバーをプロットしたもので，神経回路網における電気活動の時空
間パターンを確認するために有効である．25 DIVでは刺激直後に誘発された電気活動が
見られるが，刺激によって発現した誘発応答と自発性神経活動が混在している．72 DIV
では刺激直後に集中して振幅の大きな誘発応答が確認された．長期間培養した神経回路
網の誘発応答は刺激直後に集中して発生するのに対し，比較的短い期間培養した神経回
路網の刺激直後の誘発応答は少なく，自発性神経活動と思われる電気活動が顕著であっ
た（図2.9）．その誘発応答頻度の違いを，刺激直後5秒間の間計測した（図2.10)．培養
日数の違いに依存して刺激直後の応答性が異なり，刺激直後300 msの誘発スパイク頻度
を合計した結果，23-26 DIVでは1110.23±214.11（平均±標準誤差，N=4)，70-85 DIV
では5048.25±1088.23（平均±標準誤差，N=5)となりマンホイットニーのU検定によれ
ばP < 0.01で優位差が認められた（図2.11)． 
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図 2.9 ラスタプロットの例（25 DIV, 72 DIV）． 
縦軸が電極番号，横軸が時間，橙矢印は刺激電極,赤矢印は刺激を加えた
時刻を示す．1 つの黒線（バー）はその時刻・電極において 1 回活動電位
スパイクが検出されたことを表す． 
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図2.10 培養日数に依存した刺激応答性の違い． 
縦軸はスパイク頻度，横軸は時間，赤矢印は刺激タイミングを示す 
（23-26 DIV平均±標準誤差 N=4，70-85 DIV 平均±標準誤差 N=5）． 
 
図2.11 刺激直後300 ms間の誘発応答スパイク頻度の違い． 
23-26 DIVの神経回路網と，70-85 DIVの神経回路網の刺激直後300 ms 
間の誘発応答スパイク頻度（23-26 DIV 平均±標準誤差 N=4，70-85 DIV  
平均±標準誤差 N=5）．＊＊は有意差を示す（p<0.01，マンホイットニ 
ーのU検定）． 
 
神経回路の自発性神経活動は培養日数依存的に変化し，神経電気活動の振幅が増加し
ていく（図2.12）．培養25日目（25 DIV）と比較して72日目（72 DIV）の培養では自発
性電気活動の振幅が大きくなり（23.81±18.82μV,25 DIV，及び49.23±29.61μV, 72 
DIV），72 DIVでは各電極から検出される自発性神経活動のタイミングがより同期するよ
うに変化した．25 DIV, 72 DIVそれぞれ1分間の自発性スパイク活動頻度は，
4906.43±938.39 （平均±標準誤差，N=5), 17808.34±2327.09 （平均±標準誤差，N=5)
となり，培養日数に依存してスパイク頻度が増加し，マンホイットニーのU検定によれ
ばP < 0.01で優位差が認められた（図2.13）． 
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図2.12 自発性スパイク活動の平均振幅の培養日数依存性． 
自発活動の振幅は培養日数に依存して増加した． 
単一の神経回路網の各電極から自発活動を100スパイク分計 
測した（平均±標準偏差，N=100）． 
 
 
  
図2.13 自発性電気活動スパイク頻度の培養日数依存性． 
自発性活動スパイクは培養日数に依存して増加した． 
複数の神経回路網から，1分間の自発性スパイク活動を平均し 
た（平均±標準偏差，N=5）．＊＊は有意差を示す（p<0.01， 
マンホイットニーのU検定）． 
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2.3.2 本分散培養神経回路網を構成する細胞の概要 
 神経回路網を構成する特定のタンパク質を各種抗体で免疫組織染色し，細胞種の同定
を行った．6 DIV，12 DIV，53 DIV，75 DIV，82 DIV，の各培養日数においてネスチン
陽性細胞，GFAP陽性細胞が確認された（図 2.14-図 2.18）． 
 ネスチンは神経幹細胞のマーカー，GFAP はアストロサイトのマーカーとされるタン
パク質である．ネスチン陽性細胞は多分化能を保持した細胞であり，ネスチンと GFAP
を共に発現している細胞も多分化能を保持していると報告されている[67]．6 DIV では
分散培養してから日数が浅い為，幹細胞が各種細胞への分化途上であり，ネスチン陽性
細胞と GFAP 陽性細胞が共に存在している．また，培養初期の細胞は 12 DIV の細胞と比
較して一つ一つの細胞体が小さく，細胞体同士が分散している傾向が確認される（図
2.14, 図 2.15）．また，ネスチンのみを発現している細胞は消失し，ネスチン陽性細胞
は全て GFAP を共発現していた． 
 
図 2.14 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（6 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色，（b）: GFAP陽性細胞:赤色，（c):（a)（b)
の重ね合わせ. スケールバーは 50 µm ． 
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図 2.15 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（12 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色，（b）:GFAP 陽性細胞:赤色，（c):（a),（b) 
像の重ね合わせ.（d）:（a）-（c）に対応する微分干渉像．ス 
ケールバーは 50 µm ． 
 
 さらに培養日数が経過した 75 DIV, 82 DIV の神経回路網では，一つ一つの細胞体が
大きくなり，ネスチン陽性細胞及び GFAP陽性細胞の形体も変化していた（図 2.18,19）．
特に 53 DIV において，GFAP のみ発現している細胞はアストロサイトに典型的な星形の
形状を呈した（図 2.16)．これに対し，82 DIV において認められたネスチン陽性細胞と
GFAP 陽性細胞の形態はアストロサイトの典型的な形態とは大きく異なり，放射状グリ
ア細胞のような細長く扁平な形状となった．この結果は，細胞形態は培養日数によって
大きく異なるが，分散培養初期から 82 DIV まで神経幹細胞が神経回路網内に存在して
いる可能性を示唆している． 
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図 2.16 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（53 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色，（b）: GFAP 陽性細胞:赤色 
（c）:（a）（b）の重ね合わせ, スケールバーは 50 µm. 
 
図 2.17 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（75 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色（矢印部），（b）: GFAP 陽性細胞:赤色，（c）:
（a）（b）の重ね合わせ,（d）:（a）-（c） に対応する微分干渉
像．スケールバーは 50 µm. 
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図 2.18 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（82 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色，（b）:アストロサイト:赤色 
（c）:（a）（b）の重ね合わせ．スケールバーは 10 µm（倍率×40） 
 
中枢神経系ではアストロサイトの他にオリゴデンドロサイトが存在している．オリゴ
デンドロサイトは初代分散培養系ではすぐに消失してしまい，ほとんど観察されないこ
とが定説であるが，本系にはネスチン陽性の神経幹細胞の可能性がある細胞が存在して
いることから，オリゴデンドロサイトも維持されている可能性があると考えた．40 DIV，
47 DIV の細胞をオリゴデンドロサイトマーカーである O4 と GFAP を対象に免疫組織染
色を行った（図 2.19，図 2.20）．その結果，GFAP 陽性細胞ほど多くはないが，40 DIV，
47 DIV 共に O4 を発現する細胞が観察された．O4 はほぼ単独で発現しており，GFAP と
の共発現は確認されなかった．また，細胞の形状からも本培養系においてはオリゴデン
ドロサイトも維持されていると考えられる． 
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図 2.19 O４陽性細胞と GFAP 陽性細胞の染色像（40 DIV）. 
（a）: O４陽性細胞:緑色（矢印部），（b）: GFAP 陽性細胞:赤色 
（c）:（a）（b）の重ね合わせ，スケールバーは 50 µm. 
 
図 2.20 GFAP 陽性細胞の染色像（47 DIV）. 
（a):オリゴデンドロサイト:緑色，スケールバーは 50 µm. 
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2.4 考察 
本研究で用いた培養系について，培養日数に依存して変化する神経活動と各培養日数
における神経回路網を構成している細胞について概観した．神経細胞の活動に寄与して
いると考えられるアストロサイトやオリゴデンドロサイト，神経回路網の維持に関わる
ネスチン陽性細胞を間接免疫蛍光染色法により観察した結果，興味深いことにネスチン
陽性細胞が培養後80日以上に渡って観察された．通常，分散培養条件下の神経幹細胞は
数日でグリア細胞もしくは神経細胞へと分化し，長期間幹細胞として保持されないとさ
れている[68]．また，神経幹細胞の保持には塩基性繊維芽細胞成長因子（Basic 
Fibroblast Growth Factor, bFGF）等の成長因子を添加した特殊な培地が必要とされる．
上記の報告は分散培養条件が低密度（160-180 cells/mm2)である．本研究で用いた培養
密度は7800 cells/mm2であり，分散培養を用いて研究を行っている他の研究グループと
比較して高密度であると言える[68]．この高密度培養条件により，150日以上の長期間
に渡る神経細胞培養に成功し，自発的な電気活動もそれと同期間の長期間にわたって発
現していることを確認している．ネスチン陽性細胞が神経幹細胞としての機能を有して
いるならば，in vivoにおいて海馬の一部の領域で神経新生がおこっているのと同様に，
本系においても新しい神経細胞が回路網に組み込まれている可能性がある．これだけ長
期間，自発性電気活動が観察されるのは多分化能を持った細胞が神経回路網内に長期間
保持され，新生された神経細胞が回路に補充されている可能性がある． 
6 DIV（図2.14）と53 DIV（図2.16）におけるGFAP陽性細胞の形態を比較すると，6 DIV
におけるGFAP陽性細胞は分散しているが，53 DIVでは星状の形態をしたGFAP陽性細胞同
士が密に結合している．これは53 DIV 以降のGFAP陽性細胞がアストロサイトに分化し
た可能性があり，カリウムイオンの回収，グルタミン酸の回収等の役割を担い，神経細
胞の活動効率に深く関わっていると考えられる[69]．神経回路網を長期間培養すると神
経回路網全体で同期したバースト状の自発性神経活動が起きる．バースト状に連続した
活動を起こすためには，グルタミン酸の速やかな回収や素早いイオン調節機構が必要で
あり，発生したアストロサイトがこれらの機能を担っている可能性がある．オリゴデン
ドロサイトは分散培養系では消失すると考えられてきたが，本系ではO4陽性のグリア様
細胞が観察された．アストロサイトより細胞数は少ないが，中枢神経細胞のミエリンを
形成するオリゴデンドロサイトが本系において残存している可能性が示唆された．オリ
ゴデンドロサイトは神経細胞に密着してミエリン鞘を形成することで，神経細胞の活動
伝搬を早める役割を担う．これらのグリア細胞の働きは神経回路網の同期バースト活動
に寄与すると考えられており，グルタミン酸の速やかな回収や素早いイオン調節機構が
同期バースト生成の基盤となる可能性がある．ただし，ミエリン鞘そのものは本系には
確認されなかった． 
分散された神経細胞は自己組織的に回路網を構築し，それに伴って神経活動の同期性
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が強くなり，最終的には，神経回路全体に発現する同期バーストを起こす．その背景に
は上記のグリア細胞の発生過程的な変動以外にも，興奮性シナプス，抑制性シナプスの
バランスの培養日数依存的な変化があるとされている[70]．興奮性シナプス，抑制性シ
ナプス密度は培養日数21-28にかけて徐々に増加し，培養日数35日には飽和する傾向が
あると報告されているが，本系においても同様の培養日数に依存した興奮性シナプス/
抑制性シナプスのバランスが変化していると予想される．さらに，培養日数依存的に変
化する神経活動は，NMDARの増減が関与していることが示唆される．NMDA型受容体の発
現が多ければ，シナプス後電位の時定数は増加し，シナプス後電位の時間的積算が発生
する確率が増加する．シナプス後電位の時間的積算は膜電位が活動電位発生の閾値を越
える可能性を高くする．結果的に，神経回路網全体における自発的活動電位の頻度が増
加する可能性がある．NMDA型受容体は培養日数に依存した活動電位頻度の生成とネット
ワークダイナミクスの調整に寄与している可能性がある． 
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2.5 結論 
本系で使用したラット海馬分散培養系では，培養日数 7日程度から自発性神経電気活
動が観察される．これは培養日数に依存して頻度が増加して複雑化し，培養日数 40 日
程度までに，空間的・時間的によく同期した活動スパイクが発生する．神経活動の発展
と同期的に，アストロサイトも培養日数依存的に細胞数を増加させていく．アストロサ
イトはグルタミン酸回収機能やイオン調節機能を持つため，神経細胞の活動をサポート
する役割があると考えられている．本培養系においても，神経回路のバースト現象を発
現する際に，神経細胞へのグルタミン酸供給に関わっている可能性もある．また，本培
養系においては長期間にわたり，神経幹細胞の可能性があるネスチン陽性細胞が確認さ
れた．80 DIV 以上の培養系においても神経幹細胞が存在しているという結果は，本培
養系において神経新生がおこっている可能性を示唆するものであり，興味深い． 
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3.1 序論 
3.1.1 培養神経回路網と神経活動ダイナミクス 
近年，脳全体の神経回路網を対象とするのでは無く，微小平面電極を底面に備えた培
養皿上に神経細胞を分散培養することで，より単純化した神経回路網のダイナミクスを
解析する研究が行われている[71]．特に，神経細胞間の相互作用ダイナミクスを解析し，
外界の環境からの刺激に対する応答機構を理解することは，脳高次機能を実現するメカ
ニズムの解明に必須であると考えられている．チャッパローネらは神経回路網のスパイ
ク活動を 5週間にわたって解析した．神経回路網の成熟の過程は大きく 2つに分かれて
おり，分散培養後 1-2週間の間にシナプスの機能的な結合が形成され，4-5週間の間に
電気的活動が神経回路網全般に広がる経時的活動スパイクの変化（同期バースト現象）
が頻繁に観察されることを報告している[63]．工藤らは神経回路網の同期バースト現象
が発現する時期に，神経細胞間の機能的結合をコネクションマップに表現して解析した．
その結果，培養された神経細胞は細胞間の結合が均一な回路網を形成する訳ではなく，
ハブのように入力が集中する構造を持った神経回路網を形成すると報告している[62]．
チャッパローネらは皮質領域の，工藤らは海馬領域の神経細胞を用いて回路網の動態を
解析しているが，最終的にはどちらの領域由来でも，回路網全体が同期した自発性活動
を発現することを報告している．解離された神経細胞は領野に関わらず自己組織的に神
経回路網を形成し，スパイク活動を回路全体で同期する機能を保持しており，不均一な
神経回路構造を形成する． 
このように自己組織的に再構成された神経回路網において観察される自発性神経活
動も，一定のパターンが繰り返し発現することが報告されている．ルオらは神経回路網
のそれぞれの発達過程に依存した自発性神経スパイクパターンに一定のレパートリー
が存在することを報告している．その自発性活動スパイクの時空間パターンがネットワ
ークのいくつかの状態を形成しており，それが遷移する様式は培養期間に従って変化す
ること，また神経活動パターンは，その活動に関与する神経細胞数（サイズ）とそのサ
イズの活動スパイクの発生確率がべき乗則に従う，神経雪崩（Neuronal Avalanche）現
象が発現することを報告した[72]．さらに，ルオらは培養された神経回路網の時空間パ
ターンにカオスが存在すること，分散培養系で確認されたカオスの挙動は脳においても
観察されると報告している[73]． 
 これらの神経回路網の活動パターンは外界からの入力に応答して変化すると考えら
れるが，特定のパターンが出現し易くなるような変化が学習に対応するとしたら，神経
細胞間の機能的な接続性が変化することが必須である．実際に，誘発応答の時空間パタ
ーンをクラスタリングによって分別して得られた類似した活動をまとめたクラスタの
うち，特定のクラスタの出現分布が高頻度電気刺激の後に変動するという報告がある
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[74]．また，分散培養系ではなく急性スライス標本を用いた研究であるが，宇佐美らは
Ca2+測光により神経活動を解析し，一過性に自発性神経活動を上昇させることで，ネッ
トワークダイナミクスが変更されることを報告している[75]．この報告によると，細胞
外記録溶液を，通常急性スライス標本で使用される人工脳脊髄液（Artificial 
CerebroSpinal Fluid， ACSF）から脳内に類似した組成の生理的人工脳脊髄液
（Physiological Artificial CerebroSpinal Fluid，pACSF）に置換すると，その間だ
け自発性神経活動が増加し，細胞外記録溶液を ASCF に再置換すると自発性活動はベー
スラインまで回復したが，活動している細胞の空間分布は元に戻らなかった．この結果
は，神経回路網は一過性に自発性活動を活性化することにより，その活動の時空間パタ
ーンに相関して内部構造を変化させ，時間的・空間的な神経細胞の活動レベルを調節す
る機能を持つことを示唆する．これらの報告が示しているのは，神経回路網の自発性の
活動はランダムなものではなく，一定の再現性あるパターンを持った内部状態を反映し
た活動であり，その状態遷移の様式は神経活動を一過性に活性化させることによって，
そのときの活動パターンに応じて変更されるということである．その過程は回路網を構
成する神経細胞間のシナプス可塑性が基盤となっていると考えられ，短期的な神経活動
ダイナミクスが，シナプス伝達効率の変更によって，確率的に出現しやすいように固定
されると解釈することができる． 
 そして，シナプス可塑性は，分散培養した神経回路網においても発現することが報告
されている[76].また，高頻度刺激によって，培養された神経回路網内の神経経路に依
存して刺激誘発応答の増強や抑圧が発現する報告がある[59]．従って，分散培養された
神経回路網においても，生体で発現する学習を再現することが可能だと考えている． 
 
3.1.2 分散培養神経回路網における履歴現象 
 ある系に連続した入力を加えた場合に出力がそれ以前の入力に影響されるとき，その
システムは出力の履歴を持つと定義する．すなわち，全く同じ入力を加えたとしても，
1 入力のみを印加した場合と，事前に入力を印加した直後に入力を印加した場合とで出
力が異なっているならば，“履歴”が存在すると考える．事前の1入力によってシステ
ムの状態が初期状態から変更され，この新しい状態が維持されている間に次の入力が入
った場合には初期状態と異なる出力が返されることが予想される.この場合，新しい状
態が一定期間持続することで「事前に入力があったという情報」が保持されていたと考
えることができる．ある神経ネットワークの状態が保持されることは神経回路網の構造
と密接な関係があると考えられる． 
履歴的な現象は，神経“回路網”レベルで発現すると考えられるが，その基底にある
のは神経“細胞”のレベルでの履歴現象であると考えられる．細胞レベルの履歴現象の
具体的な例として，ペアパルス促通（paired pulse facilitation, PPF)やペアパルス
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抑制（paired pulse depression,PPD)という短期的なシナプス応答の変化が挙げられる．
これは単一の細胞で観察される履歴現象である．PPF は，シナプス前細胞に電気刺激を
刺激間隔10ミリ秒から200ミリ秒程度の短い間隔で2発与えた場合，2発目の刺激による
興奮性シナプス後電位（Excitatory Post Synaptic Potential, EPSP）の振幅が1発目
の刺激で誘発されたものに対して大きくなる現象である[77]．逆に2発目の電気刺激に
よるEPSPの振幅が1発目によるものに比して小さくなる現象がPPDである[78]．ただし，
これらの場合，電気刺激はシナプス後細胞において活動電位が発生する閾値以下の強度
でなくてはならない．PPFやPPDは刺激間隔が十ミリ秒から数百ミリ秒程度の短い場合に
のみ観察され，ごく短期的な履歴現象である．PPFやPPDにおいては，一発目の刺激が印
加された後にその履歴が細胞内に非常に短い間持続していると考えることができる（図
3.1）． 
単一神経細胞レベルではなく，神経回路網レベルにおいて発現する履歴現象は，この
PPFやPPDより長く続く履歴の存在が予想される[79]．その背景としては，神経回路網は
刺激の影響が神経回路内で反響するリカレントネットワークを形成していると考えら 
 
図 3.1 単一神経細胞レベルで発現する履歴現象. 
誘発されたシナプス後電位の振幅を比較し，2発目による応答の振幅が 1発目に
よる応答の振幅より大きい場合をペアパルス促通（PPF）, 小さい場合をペアパ
ルス抑圧（PPD）と言う． 
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れており[80]，神経回路網において入力が再帰的に繰り返されることで時空間パターン
が複雑になることが挙げられる（図3.2）．分散培養系における神経細胞は一度神経間
の結合を解離されて半人工環境下で神経回路網を再構成するが，神経回路網は無秩序に
構成される訳ではなく，特徴的な回路網を形成して他の神経細胞からの入力が集中する
ハブ的な神経細胞が出現することが報告されている[62]．本研究では，分散神経回路に
おけるネットワーク性の履歴現象の性質を検証する事を第一の目的とした．複数の神経
細胞による電気活動の時空間パターンを比較して神経回路網性の履歴現象が実際に観
察されうるかを解析した． 
 
 
図 3.2 リカレントネットワークの一例. 
丸は一つの神経細胞を表し，丸の間の紫線が細胞間の入出力を示す．
このように信号が入力源にフィードバックする構造を相互に持つネッ
トワークをリカレントネットワークと呼ぶ． 
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3.2 実験手法 
3.2.1 培養神経回路網への電気刺激印加 
脳高次機能は神経回路網の時間的，空間的な活動の伝播によって発現していることか
ら，脳よりも構造が単純な神経回路網を対象に実験を行い，電気刺激に対する応答時空
間パターンの変化を定量した．全ての動物実験は関西学院大学動物実験管理規程に従い，
関西学院大学動物実験委員会の承認の元に行った．本稿第2章に記述した手法に基づい
て，ラット海馬領域から切り出した神経細胞を分散培養し，MEDプローブ上に神経回路
網を再構成して実験に使用した．神経回路網における履歴性を解析するため，以下の手
順で神経回路網に電気刺激を印加した（図3.3，図3.4）．最初に単発刺激（Stim 1)を印
加し，刺激直後から10秒電気活動を計測した．60 s後に1 s，2 s，2.5 s，5 s，10 s
のいずれかの刺激間隔で2発連続刺激（Stim 2,Stim 3の連続刺激）を印加し，2発目の
刺激直後から10秒電気活動を計測した．基本的な刺激スキームは単発の刺激と2発連続
刺激で実験を行ったが（図3.3)，改良した実験スキームでは60 sと言う，履歴が残らな
い十分な間隔を空けて単発の刺激を2回行い（Stim 1,Stim 2），そのユークリッド距離
を計測して単発刺激の試行によるばらつきを確認し，コントロールとした（図3.4).こ
の実験スキームでは，連続刺激は同様に行ったが，それぞれStim 3,Stim 4とした．Mg2+
不含細胞外記録溶液下における実験では改良実験スキームを用いた．印加電流値は培養
と電極の状態によって異なるが，充分な応答が確認できる最低限の電流値に調整した．
刺激電流は概ね10 µA程度とした． 
 
図 3.3 電気刺激実験スキーム. 
この試行を 1スイープとして 30スイープ分繰り返し，スパイク頻度から特徴ベ
クトルを生成してユークリッド距離を計測した． 
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図 3.4 改良電気刺激実験スキーム． 
これを 1スイープとして 30スイープ繰り返した． 
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3.2.2 神経活動パターンの解析 
 神経回路網の電気活動パターンを解析するために，当研究室で開発したソフトウェア
（SPR)を用いて，神経活動の記録及び時空間パターンの類似度を計測した．電気刺激直
後の一定幅（100 ms)の時間窓を設定し，各電極において検出された活動電位スパイク
数をカウントした（図3.5）．電極毎の活動電位スパイク数を要素とした64次元ベクト
ルをその時間窓における神経回路網電気活動パターンの特徴ベクトルとした．従って全
測定時間にわたって1つの時間窓ごとに1つの特徴ベクトルが生成されることになり，各
時間窓における特徴ベクトルはその時刻における神経回路網の活動状態を一意に表し
ていると言える（図3.6）．そこで，ある時刻における2つの活動パターン間の差異は対
応する2つの特徴ベクトル間のユークリッド距離によって定量的に表現できる（図3.7）． 
 履歴現象とは，「事前の 1 回目の刺激によってシステムの状態が初期状態から変更さ
れ，この変更が維持されている間に次の刺激が入った場合に状態に依存した出力が返さ
れる．」ことであるので，1 発刺激に対する応答と 2 連続発刺激に対する応答を比較し
て差があれば履歴が存在すると考えられる．そこで初めに 1 発刺激を Stim 1 として印
加し，60 秒後に，刺激間隔の短い 2 発刺激を Stim 2 と Stim 3 の連続刺激として印加
した．上述の単純な刺激スキームでは，刺激による応答活動のスパイク頻度の影響を受
ける．例えば，刺激直後に誘発応答頻度が増加した場合，実際の活動パターンの差異は
刺激してから一定時間後の方が大きかったとしても，誘発応答頻度の高い刺激直後の方
が頻度の上昇に伴ってばらつきも大きくなるため，見掛け上パターン差異が大きく見積
もられてしまう．これを軽減する為に，Stim 1 に対する応答パターンと，同日・同一
細胞で行った別の実験から得られた Stim 1 に対する応答パターンとのユークリッド距
離で，Stim1 に対する応答と Stim 3 に対する応答とのユークリッド距離を除して正規
化を行った（式（1））．また，改良した実験スキームにおいては，単発の刺激を 60秒あ
けて 2回印加し（Stim 1,Stim 2），60秒後に 2発刺激（Stim 3,Stim 4）を印加し（図
3.4）， Stim 2 に対する応答と Stim 4 に対する応答とのユークリッド距離を，Stim 1
に対する応答と Stim 2 に対する応答とのユークリッド距離で除することで正規化を行
った（式（2））． 
 
𝐷𝑛𝑜𝑟𝑚 =
𝐷𝑠1−𝑠3,𝑡
𝐷𝑠1−𝑠1′,𝑡
  ……………………………………………… (1) 
𝐷𝑛𝑜𝑟𝑚 =
𝐷𝑠3−𝑠4,𝑡
𝐷𝑠1−𝑠2,𝑡
  ………………………………………………… (2) 
𝐷𝑠1−𝑠3,𝑡 = √(𝑆1𝑡,1 − 𝑆3𝑡,1)2 + (𝑆1𝑡,2 − 𝑆3𝑡,2)2 ⋯ (𝑆1𝑡,64 − 𝑆3𝑡,64)2 …  (3) 
𝐷𝑠1−𝑠1′,𝑡 = √(𝑆1𝑡,1 − 𝑆1′𝑡,1)2 + (𝑆1𝑡,2 − 𝑆1′𝑡,2)2 ⋯ (𝑆1𝑡,64 − 𝑆1′𝑡,64)2 …  (4) 
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𝐷𝑠1−𝑠2,𝑡 = √(𝑆1𝑡,1 − 𝑆2𝑡,1)2 + (𝑆1𝑡,2 − 𝑆2𝑡,2)2 ⋯ (𝑆1𝑡,64 − 𝑆2𝑡,64)2   … (5) 
𝐷𝑠3−𝑠4,𝑡 = √(𝑆3𝑡,1 − 𝑆4𝑡,1)2 + (𝑆3𝑡,2 − 𝑆4𝑡,2)2 ⋯ (𝑆3𝑡,64 − 𝑆4𝑡,64)2  … (6) 
 
ただし， 
𝐷𝑠1−𝑠3,𝑡は時刻 t の時間窓における Stim1, Stim3 間のユークリッド距離， 
𝐷𝑠1−𝑠1′,𝑡は時刻 t の時間窓における Stim1, Stim1′間のユークリッド距離， 
𝐷𝑠1−𝑠2,𝑡は時刻 t の時間窓における Stim1, Stim2 間のユークリッド距離， 
𝐷𝑠3−𝑠4,𝑡は時刻 t の時間窓における Stim3, Stim4 間のユークリッド距離， 
𝑆1𝑡,1 ⋯ 𝑆1𝑡,64は Stim 1 後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素， 
𝑆1′𝑡,1 ⋯ 𝑆1
′
𝑡,64は Stim 1′後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素， 
𝑆2𝑡,1 ⋯ 𝑆2𝑡,64は Stim 2 後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素， 
𝑆3𝑡,1 ⋯ 𝑆3𝑡,64は Stim 3 後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素， 
𝑆4𝑡,1 ⋯ 𝑆4𝑡,64は Stim 4 後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素とする． 
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図 3.5 特徴ベクトルの生成法. 
この例では時間窓の幅を 100 ms としている．例として電極 2におけ
る活動波形とカウントされた神経活動電位が示されている． 
 
 
図 3.6 特徴ベクトル間のユークリッド距離. 
ある時刻における 2つの活動パターン S11，S31はそれぞれ活動電位ス
パイク数を要素とする 64 次元ベクトルで表現されている． 
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図 3.7 64次元空間におけるユークリッド距離の概念図. 
ある時刻 tにおける 2つの活動電位パターンの類似度を 2つのパター
ンに対応する特徴ベクトル，S11，S31間のユークリッド距離 Dで表現
する． 
 
3.2.3 Mg2+不含細胞外記録溶液下における刺激実験 
 実験には通常培養で使用している培地を用いたが，神経回路網の機能的結合の強度を
高めてシナプス伝達のロバスト性を上げて実験する場合には Mg2+不含細胞外記録溶液
を使用した．Mg2+不含細胞外記録溶液は，神経細胞の電気活動に必要なイオンに細胞の
エネルギー源であるブドウ糖を加えた細胞外記録溶液から Mg2+を除いたものである（表
3.1）．Mg2+不含細胞外記録溶液は 283 - 300 mOsm 程度の浸透圧に調節した．これは，
培地の浸透圧と揃えることで急激な浸透圧変化に伴う細胞へのダメージや，電気活動へ
の影響を軽減するためである．Mg2+不含細胞外記録溶液下では神経伝達物質受容体の一
種である N-メチル-D-アスパラギン酸（N-methyl-D-Aspartate Receptor，NMDA）型グ
ルタミン酸受容体（NMDA Receptor, NMDAR）の，静止膜電位における Mg2+による阻害が
解消され，シナプス後電位の振幅上昇と時定数の増加が起こる．これにより，一時的に
神経回路網が活性化し，神経の機能的結合が強化される． 
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 Mg2+不含細胞外記録溶液を用いた場合の実験手順は以下のとおりである．まず，イン
キュベータから取り出した神経細胞の初期状態を確認するため室温下にて 10 分間，自
発性神経活動電位を計測した．次に，培地下で 1 s，もしくは 5 s間隔で刺激を行って
履歴現象を検証した．さらに，培養液を Mg2+不含細胞外記録用溶液に交換し，20分静置
して液交換に伴う浸透圧ショックの影響からの回復を期した．Mg2+不含細胞外記録溶液
下で自発活動を 10 分間計測した後，1 s もしくは 5 s の刺激間隔で履歴現象を解析し
た（表 3.2）． 
 
 
 
表 3.1 Mg2+不含細胞外記録溶液組成表. 
 
Mg2+不含細胞外記録溶液組成 濃度 
MgCl2 0 mM 
KCl 3 mM 
CaCl2 3 mM 
NaCl 130 mM 
C8H18N2O4S(HEPES) 10 mM 
ブドウ糖 10 mM 
 
 
 
 
 
表 3.2 Mg2+不含細胞外記録溶液を用いた実験のスキーム. 
           ISI（Inter spike interval）は 2発刺激の刺激間隔. 
 
培地 培地 Mg2+不含細胞外記
録溶液 
Mg2+不含細胞外記
録溶液 
Mg2+不含細胞
外記録溶液 
自発性活動計測 1 s or 5 s ISI 
で実験 
20 分間静置 自発性活動計測 1 s or 5 s ISI 
で実験 
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3.3 実験結果 
3.3.1 刺激間隔と神経活動時空間パターンの変化 
神経回路網に対して 1分間隔で電気刺激を印加した場合，神経回路網の誘発応答波形
は試行間で類似していた．これは刺激間隔が 1分であった場合は直前の電気刺激の影響
が神経回路網内に残っておらず，同じ刺激に対して同様の応答活動パターンが発現した
ことを示唆している．次に，刺激間隔を短くして履歴性が観察されるか検証した．刺激
間隔 1 秒では，連続刺激により時空間パターンが明確に異なることが確認された（図
3.8，図 3.9）． 
神経回路網はリカレントネットワークである事が示唆されており（図 3.2），刺激に
よる電気活動の影響が反響的に神経回路網に残存することで，神経電気活動の時空間パ
ターンが変化したことが推察される．さらに，刺激間隔（ISI）を 1 秒，2 秒，2.5 秒，
5 秒，10 秒として実験を行い，直前の刺激が残存する時間を検証した．神経回路網に対
し単発の電気刺激，及び複数の刺激間隔で 2発連続した電気刺激を印加し，誘発応答神
経活動を解析した（図 3.10）．Stim 1 印加後の応答波形と，Stim 2 印加後の応答波形
は共に刺激 1発を印加した後の応答に類似し，誘発活動波形に大きな差はなかった（図
3.10）． 
 
    
 
図 3.8 電流刺激による誘発応答波形の例（78 DIV）． 
赤枠が刺激電極であり，Stim 1 を赤矢印，Stim 2 を青矢印，Stim 3 を
緑矢印で表す．刺激直後から誘発応答波形が顕著に確認される．しか
しながら，Stim 3の直後では Stim 1直後の波形と類似した誘発応答波
形が確認されない． 
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しかしながら，培養日数 75 から 120 日においては，Stim 1 と Stim 3 印加後の波形，
及び Stim 2と Stim 3印加後の波形は ISIが 1 sから 2 sの場合に明確に異なっていた．
例えば，1 s ISI において Stim 1 と Stim 3 印加後の応答波形を比較すると， Stim 3
の応答において刺激直後の小さい振幅の活動スパイクが増加し，逆に 100 ms 後の大き
な振幅の活動スパイクが減少した．この結果は，刺激間隔が 1 s から 2 s程度と短い場
合には，事前に印加された刺激の存在によって誘発応答波形が変化した事を示す．つま
り，2発刺激による履歴現象が発現したということであり，その履歴が持続する時間は
1 sから 2 s程度であることが示された．これに対して，同じスキームの実験を 25-40 DIV
の神経回路網に適用したところ，明確な履歴性は観察されなかった． 
 
 
 
 
図 3.9 電流刺激による誘発応答ラスタの例（78 DIV）． 
図 3.8の電気活動をラスタ表示したもの．一つの黒い縦バーは，その電極，時
間において神経活動が１回あったことを示す．60 秒後の電気刺激（Stim 2）に
対する応答は活動パターンが Stim 1に対する応答と時間的・空間的に類似して
いるが，その 1秒後の電気刺激（Stim 3）に対する活動パターンは前の 2つの
活動パターンと比較すると大きく異なる． 
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図 3.10 電流刺激による誘発応答波形の拡大例（25-40 DIV, 75-120 DIV）． 
75-120 DIV において ISI が 2 s 以下の場合 Stim 3 による誘発応答が特に
大きく異なる． 
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2発刺激による神経回路網の時空間パターンの変動は電極ごとに異なっており，回路
網全体で変化していたことから，2発刺激の変化を定量するには，単一電極の変化では
なく 64 電極全体で変化を捉える必要があると考えた．そのため，単一神経回路網に対
してユークリッド距離の時間変化を解析した（図 3.11，図 3.12）．Stim 1 による応答
と Stim 3 による応答のユークリッド距離の刺激直後１秒間の合計値は，培養日数が
23-26 DIV の場合，1 s ISI では 492.30±59.59（平均±標準誤差 N=4），5 s ISI では
480.12±39.45（平均±標準誤差 N=4）, 10 s ISIで 474.48±27.48（平均±標準誤差 N=4）
となり，有意差は認められなかった（図 3.13)．75-175 DIV においては，刺激間隔が短
い 2 s 以内の場合，刺激直後にユークリッド距離が顕著に大きくなった．104-111 DIV，
1 s ISIでは 754.31±413.81（平均±標準誤差, N=6），5 s ISI では 389.59±39.95（平
均±標準誤差, N=6），10 s ISI では 368.43±48.64（平均±標準誤差, N=6）となり，
マンホイットニーの U 検定によれば 104-111 DIV，1 s ISI，10 s ISI DIV の場合で，
ユークリッド距離の平均値に P < 0.01 で優位差が認められた（図 3.13)．Stim 1 によ
る応答と他の試行における Stim 1’による応答のユークリッド距離の刺激直後１秒間
の合計値は 325.35±53.28（平均±標準誤差, N=5）であり，同じとみなすべき活動パ
ターンであろう組のユークリッド距離がこの程度であった． 
 
図 3.11培養期間が短い単一の神経回路網で複数回の実験を行った場合のユークリ
ッド距離の時系列変化（23-26 DIV，平均±標準誤差，N=4）． 
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図 3.12 培養期間が長い単一の神経回路網で複数回の実験を行った場合のユーク 
リッド距離の時系列変化（75-175 DIV，平均±標準誤差，N=7）． 
 
 
 
図 3.13 ISI に依存した神経活動パターンの履歴性． 
単一の神経回路網で行った複数の実験における刺激直後１秒間のユーク
リッド距離合計値（左パネル：23-26 DIV，平均±標準誤差，N=4，右パネ
ル：104-111 DIV，平均±標準誤差，N=5）. ＊＊は有意差を示す（p<0.01，
マンホイットニーの U検定）． 
 
これらの結果から，単一の神経回路網で履歴性を解析した場合，刺激直後の時空間パ
ターンに顕著な差が確認された．また，本神経回路網で観察された回路性の履歴現象は
ISI と培養日数に依存しており，ISI が 2 秒以下で 100 日前後の長期的な培養である場
合に顕著であった． 
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同様に，複数の異なる神経回路網に対しても，単発刺激（Stim 1）と複数の刺激間隔を
持つ 2発刺激（Stim 3）の電気刺激を印加し，ユークリッド距離の時間変化を解析した
（図 3.14，図 3.15）．培養期間が短い 19-27 DIV の神経回路網では，刺激直後１ s 間
のユークリッド距離合計値は 19-27 DIV，1 s ISIで 359.16±147.69（平均±標準誤差, 
N=5）, 5 s ISIで 303.31±84.49（平均±標準誤差, N=5），10 s ISIで 328.74±77.02
（平均±標準誤差, N=5）で，ISI に関わらず刺激直後にユークリッド距離が大きくな
る現象は確認されなかった（図 3.16）．培養期間が長い 98-127 DIV の神経回路網にお
いては，刺激間隔が短い 1 s ISIの場合，刺激直後に Stim 1による応答と Stim 3 によ
る応答のユークリッド距離が顕著に大きかった（図 3.15）．Stim 1による応答と Stim 3
による応答のユークリッド距離の刺激直後１秒間の合計値は，98-127 DIV，1 s ISIで
612.77±237.26（平均±標準誤差, N=4），5 s ISI で 410.89±70.36 （平均±標準誤
差 ,N=4），10 s ISI で 347.89±37.21 （平均±標準誤差 ,N=4）であった（図 3.16）．
ユークリッド距離の変化は，神経回路網ごとに大きくばらついたが，マンホイットニー
の U検定によれば，98-127 DIV，1 s ISI，10 s ISI の場合はユークリッド距離の平均
に P < 0.05 で優位差が認められた．他方，19-27 DIV において有意差は認められなか
った． 
 
 
図 3.14 培養期間が短い場合の Stim 1，Stim 3 の電気刺激印加に対する誘発応答
パターンのユークリッド距離の時系列変化（19-27 DIV，平均±標準誤差，
N=5）． 
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図 3.15 培養期間が長い場合の Stim 1，Stim 3 の電気刺激印加に対する誘発応答パタ       
ーンのユークリッド距離の時系列変化（98-127 DIV，平均±標準誤差，N=4）． 
 
 
 
図 3.16 ISI に依存した神経活動パターンの履歴性． 
異なる神経回路網における刺激直後１秒間のユークリッド距離の合計値
（左パネル：19-27 DIV，平均±標準誤差，右パネル：N=5，98-127 DIV，
平均±標準誤差，N=4）. ＊は有意差を示す（p<0.05，マンホイットニー
の U検定）． 
 
単発刺激による異なる試行における複数の電気活動パターンの間のユークリッド距
離を計測し（図 3.17），その平均したユークリッド距離を用いて単発刺激による活動パ
ターンと連続刺激に対する活動パターンのユークリッド距離を正規化した（図 3.18，
図 3.19）．この処理により，正規化に用いた単発同士のユークリッド距離と同じ程度の
ユークリッド距離は正規化によって 1程度の値で推移することになる． 
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図 3.17 同一細胞・別試行における単発刺激に対する応答活動パターン間のユークリ
ッド距離の時系列変化（平均±標準誤差）．赤矢印部では刺激後 3 秒経過し
ているにも関わらず，ユークリッド距離が平均的に小さい傾向を示す．これ
は神経回路網が単発刺激後に類似したタイミングで類似した時空間パター
ンを発現していることを示す． 
 
 
 
図 3.18 培養期間が長い単一の神経回路網で複数回の実験を行った場合の正規化ユーク
リッド距離の時系列変化（正規化，75-175 DIV，平均±標準誤差，N=７)．1 s ISI
の刺激直後及び 3秒周辺に正規化ユークリッド距離のピークが確認された.  
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図 3.19 培養期間が短い単一の神経回路網で複数回の実験を行った場合の正規化ユー
クリッド距離の時系列変化（正規化，23-26 DIV，平均±標準誤差，N=5）． 
 
正規化したユークリッド距離で比較しても，75-175 DIV においては ISI が 1 s の場
合は顕著なユークリッド距離の増加が確認された．ただし，刺激直後のみならず，数秒
後にも繰り返しユークリッド距離が高くなる区間が見出された（図 3.18）．どの ISI に
おいても刺激から数秒後にユークリッド距離が高くなる背景には，その神経回路網は常
に類似したタイミングで，類似した時空間パターンが発現している可能性がある（図
3.17)．また，ISI が 2 秒以上の場合，明確なユークリッド距離の増加は確認されなか
った．これは，ユークリッド距離は神経回路網ごとに大きくばらつくため，正規化処理
によってユークリッド距離の変化が検出しにくくなることによるものと考えられる．
23-36 DIVにおいては ISI に関わらず刺激直後から数秒間，正規化ユークリッド距離が
1 程度の値を推移した（図 3.19）． 
培養期間が長い場合，神経活動スパイク頻度は上昇する．従って，履歴性の発現には
自発性神経活動の活性化や神経間の機能的結合の強度が関係する可能性がある．そこで，
神経活動の活性化の指標として，2発刺激（Stim 2, Stim 3)後 300 ms の区間の活動ス
パイク数を解析した．23‐26 DIV の神経回路網に 1 s ISI で 2発刺激を印加した場合，
Stim 2 直後 300 msのスパイク数は 4075.00±913.42（平均±標準誤差 N=4），Stim 3 直
後 300 msのスパイク数は 2878.08±590.95（平均±標準誤差 N=4）であった．5 s ISI
で 2発刺激を印加した場合，Stim 2 直後 300 msのスパイク数は 5456.75±1970.63（平
均±標準誤差 N=4 ），Stim 3 直後 300 ms のスパイク数は 4953.00±1706.73（平均±
標準誤差 N=4）であった（図 3.20）．104‐110 DIV の神経回路網に 1 s ISI で 2発刺激
を印加した場合，Stim 2 直後 300 ms のスパイク数は 4595.00±1787.45（平均±標準
誤差 N=4），stim 3 直後 300 msのスパイク数は 2842.75±267.32（平均±標準誤差 N=4）
であった．5 s ISI で 2 発刺激を印加した場合，Stim 2 直後 300 ms のスパイク数は
5107.00±1432.71（平均±標準誤差 N=4）, Stim 3 直後 300 ms のスパイク数は 5311.08
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±1534.06（平均±標準誤差 N=4）であった（図 3.21)．以上の結果から，刺激に応答
したスパイク数も ISIによって変動し，ISI が小さい場合に 2発目の刺激によるスパイ
ク数の減少が顕著であることが示唆された． 
 
図 3.20 23-26 DIV の刺激間隔に依存したスパイク頻度の変化. 
平均±標準誤差，N=4. 
 
図 3.21 104-111 DIV の刺激間隔に依存したスパイク頻度の変化． 
平均±標準誤差，N=4. 
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長期間培養した神経回路網においては，培養日数が少ない神経回路網と比較して刺激
直後の誘発応答頻度が多いことから，刺激による神経活動の活性化の強度が履歴現象の
発現に影響している可能性がある．そこで，培養日数が少ない神経回路網において神経
細胞間の機能的結合を強化し，刺激による応答の発現のロバスト性を高めた状態で履歴
現象が発現するか検討した． 
 
3.3.2神経細胞間機能的結合強度と履歴現象の関係性 
 25-40 DIV 程度の培養日数が少ない神経回路網において，神経細胞間機能的結合強度
が高い状態で履歴性の解析を行った．Mg2+不含細胞外記録溶液下では刺激誘発スパイク
頻度が増加した（図 3.22)．その誘発応答頻度の違いを，刺激直後 5秒間の間計測した
（図 3.23)．培地下と Mg2+不含細胞外記録溶液下で比較すると，Mg2+不含細胞外記録溶
液下において刺激直後のスパイク頻度の増加が顕著であった．培地下と Mg2+不含細胞外
記録溶液下それぞれの，刺激直後 300 ms の誘発スパイク頻度を合計した結果，培地下
では 45.73±3.85 （平均±標準誤差，N=5)，Mg2+不含細胞外記録溶液下では 86.50±2.79 
（平均±標準誤差，N=5)となりマンホイットニーの U 検定によれば P < 0.01 で優位差
が認められた（図 3.24)．Mg2+不含細胞外記録溶液下では，自発性電気活動の頻度が上
昇し，電流刺激による誘発応答の活動電位頻度も上昇した．Mg2+不含細胞外記録溶液下
で履歴現象の解析を行った．その結果，Mg2+不含細胞外記録溶液下では，培地下で履歴
現象が発現しなかった培養日数の神経回路網においても，2発刺激を行うことで履歴現
象が確認された．特に 1 s ISI の時に，刺激直後数百 msに渡って正規化ユークリッド
距離が大きくなっている．また，5 s ISI の場合は，培地下においても Mg2+不含細胞外
記録溶液下においても履歴現象は発現しなかった（図 3.25）． 
 
 
図 3.22 培地下，Mg2+不含細胞外記録溶液下における誘発応答スパイク波形の例（34 DIV）． 
赤矢印は刺激電極を示す． 
3.培養神経回路網における履歴現象 
 
58 
 
 
図 3.23 培地下，Mg2+不含細胞外記録溶液下における刺激誘発スパイク頻度 5 s 間の変
化.縦軸はスパイク頻度，横軸は時間，赤矢印は刺激タイミングを示す（23-35 
DIV，平均±標準誤差，N=5）． 
 
図 3.24 刺激直後 300 ms間の刺激誘発スパイク頻度の変化. 
培地下，Mg2+不含細胞外記録溶液下における刺激応答性の違いを示す（23-35 
DIV，平均±標準誤差，N=5)．＊＊は有意差を示す（p<0.01，マンホイットニ
ーの U検定）． 
 
 
図 3.25 Mg2+不含細胞外記録溶液下,培養日数が短い神経回路網におけるユークリッ
ド距離の時系列変化（正規化，23-35 DIV，平均±標準誤差，N=5）． 
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 Mg2+不含細胞外記録溶液下で繰り返し電流刺激を行ったことにより，培養期間が短い
神経回路網の神経間機能的結合が変化し，これに伴って培地下における履歴現象が発現
するように変化した場合があった（図 3.26）．Mg2+不含細胞外記録溶液の効果が長期間
にわたって神経回路網の中に残存し，結果的に培地下でも 1 s ISIで履歴現象が発現し
たと考えられる．5 s ISI の場合は，培地下においても Mg2+不含細胞外記録溶液下にお
いても履歴現象は発現しなかった（図 3.26）．同日に培養し，特別な処理を加えずに培
地のみで培養し続けた姉妹培養では，1 s ISIで電気刺激を印加しても培地下での履歴
現象は確認されなかった（図 3.27）．5 s ISI の場合は，どの条件でも履歴現象は発現
しなかった（図 3.28）． 
 
 
図 3.26 シナプス可塑性誘導に伴う履歴性の変化．培地下・培養日数が短い神経回路網
におけるユークリッド距離の時系列変化（正規化，23-33 DIV，平均±標準誤
差，N=5）．Mg2+不含細胞外記録溶液下での繰り返し刺激により，シナプス可塑
性が誘導され，培養日数が短い神経回路網においても培地下で履歴現象が発現
するように変化した． 
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図 3.27 培地下・同日に培養した姉妹培養におけるユークリッド距離の時系列変化
（１s ISI，正規化，23-33 DIV，平均±標準誤差，N=5）．姉妹培養を用い
て対照群として特段の処理を行わない状態で履歴性の解析を行った. 対
照群では 1 s ISI の場合でも履歴現象を確認できなかった． 
 
 
図 3.28 培地下・同日に培養した姉妹培養におけるユークリッド距離の時系列変化
（5 s ISI,正規化，23-40 DIV，平均±標準誤差，N=5）．姉妹培養を用いて
対照群として特段の処理を行わない状態で履歴性の解析を行った．5s ISI
の場合は，対照群・増強誘導群いずれにおいても履歴現象を確認できなか
った． 
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3.4 考察 
75-175 DIV 程度の長期培養した神経回路網において，事前の電気刺激の有無に依存
して刺激に対する応答が変化する履歴現象が発現することが明らかとなった．この履歴
現象は 25-40 DIV 程度の比較的短期間培養した神経回路網では発現しない（図 3.10）．
長期培養した神経回路網において確認された履歴現象において，応答活動パターンは連
続した 2 発刺激の刺激間隔に依存して変化した（図 3.13）．3 章で行った実験スキーム
においては，神経回路網ごとにばらつきが大きかったが，刺激間隔が概ね 1 sから 2 s
の範囲であった場合に，1発刺激と 2発刺激に対する応答パターンに差があり，刺激間
隔 5 s以上の場合は履歴性が観察されなかった．単一神経細胞で観察される履歴性であ
る PPFや PPDの場合，連続刺激の間隔は数十ミリ秒と短く，本章で観察された履歴現象
の時間スケールとは大きく異なる（図 3.10）[81, 82]．本研究で観察された履歴現象
はこれらの単一細胞レベルのメカニズムの履歴性よりも長い時間スケールを持ってい
る．本章で確認された履歴現象はネットワークレベルで発現している現象であり，単一
細胞レベルの履歴性がネットワークにおける細胞間の相互作用によって拡張されて発
現している可能性がある．刺激間隔が 1 sから 2 s の間は 1発目の刺激の影響が神経回
路網を伝搬して，複雑な不応期の重ね合わせが起きることで 2発目の刺激に対する応答
が変化すると考えることができる．神経細胞は電気刺激によって誘発された神経活動以
外にも，自発性神経活動を発現しており，履歴現象はこの自発性神経活動と誘発応答性
神経活動の相互作用によって成立していると考えることができる．ルオらは，その自発
性神経活動の時空間パターン間の類似度をコサイン類似度を指標として 120 日以上の
長期に渡って解析した[72]．コサイン類似度は活動頻度変化のようなスケーリングの影
響を受けないので，上記の手法を履歴現象の解析に適用することは有効であると考えら
れる． 
 25-40 DIV 程度の比較的短期間培養した神経回路網と，75-175 DIV 程度の長期培養
した神経回路網においては誘発応答の活動パターンが大きく異なっていた（図 3.10）
長期培養の神経回路網における誘発応答の方が，刺激直後に活動電位スパイクが集中し
て発生し，誘発応答の空間的な広がり方も顕著であった．このことは，長期培養によっ
て神経回路網が成熟し，刺激の影響がネットワーク全体にどの程度伝搬するかが履歴現
象の発現に影響している可能性を示唆する．そこで，神経間の伝達を一時的に増強した
状態で履歴性が変化するか解析したところ，培養期間が短い神経回路網においても履歴
性が確認された（図 3.27)．Mg2+不含細胞外記録溶液下では NMDAR の Mg2+ブロックが外
れて，静止膜電位でも NMDAR が活性化する．これにより，シナプス後電流は時定数が長
くなり，振幅も上昇するため，シナプス伝達効率が上昇する（図 3.29)．この変化が神
経回路網全域で生じるため，刺激による影響はより速く遠位にまで伝搬することになる．
また，結果として自発性電気活動の頻度が上昇する．この状況下で本来履歴性が発現し
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ない短期間培養した神経回路網においても履歴性が発現するように変化したと言うこ
とは，仮説の通り，刺激の影響がネットワークのより遠位にまで伝搬することが履歴現
象の発現に必要であることを示唆する．興味深いことに Mg2+不含細胞外記録溶液下で繰
り返し刺激を行い，シナプス伝達が増強された場合には，その後の実験で Mg2+不含細胞
外記録溶液を用いなくても履歴現象を発現した（図 3.27)．この結果はシナプス可塑性,
すなわち学習によって短期的な履歴現象が制御される可能性を示唆しており，興味深い． 
培養日数依存的に神経回路の活動が変化する背景には，神経回路構造の変化があると考
えられる[83, 84]．培養された神経回路網は自己組織的にスケールフリーネットワーク
を構築するという報告がある[85]．スケールフリーネットワークとは他のノードからの
入力が集中するハブとなるノードと集中していないノードが存在することが特徴であ
る．このスケールフリーネットワークの利点は，他の構造に比べてハブとなっているノ
ードが故障しない限り情報伝達機能を維持するため，障害に比較的強い構造であるとさ
れる（図 3.30）．バラバシらはインターネットのリンクを解析し，リンク数がべき乗分
布に従うこと，すなわちスケールフリーネットワークであることを発見したが [85]，
このような構造はラットの脳内でも確認されており，神経細胞をノードととらえると,  
 
 
図 3.29 Mg2+不含細胞外記録溶液下におけるシナプス伝達のロバスト性上昇の概要． 
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それらの機能的な結合様式にスケールフリー性があることを報告している[86]．マソブ
リオらはイジケヴィッチモデルにて神経回路のシミュレーションを行い，スケールフリ
ーネットワークが神経細胞のスパイクやバースト活動を引き起こす事を明らかにして
いる[87]．これらの研究は，培養された神経回路網は自己組織的にスケールフリー性を
もつネットワークを形成し，その構造は神経細胞の脱落による情報損失に強いことを示
唆する． 
 このような神経回路網の自己組織的な回路形成のメカニズムとして，神経細胞の軸索
伸長やシナプスの刈り込みが考えられる．神経細胞は他の神経細胞まで軸索を成長し，
標的となる神経細胞とシナプスを形成する．その後，一時的に過剰なシナプスが作られ，
他の神経細胞から入力がない神経細胞は死滅し，使われないシナプス間の接続は消滅す
る，シナプス刈り込みがおこると考えられている．神経回路網においてもシナプスの刈
り込みがおこることが報告されている[88]．培養された神経細胞は成長円錐を伸長させ，
標的となる神経細胞とシナプスを形成する．成長円錐の伸長は神経細胞内 Ca2+濃度のバ
ランスによって制御されており，神経伝達物質が NMDAR に結合する事で細胞内に Ca2+
流入を引き起こし，閾値に達すると成長円錐の伸長が休止する[89, 90]．成長円錐の伸
長/休止の調節は興奮性，抑制性の神経伝達によって調整されており，グルタミン酸を
培地に添加すると樹状突起の成長は阻害され，GABA を添加すると樹状突起の成長は促
進される．他方，極度の興奮性入力は神経細胞死を誘発する．本分散培養系においては，
40 DIV 前後で神経回路網の高頻度活動（High-Frequency Bursting, HFB）が観察され，
この時期を過ぎると神経回路網全域に同期した活動が発生する[91]．この過程は生体に
おけるシナプス刈り込み現象と類似しており，HFB の時期に使われないシナプスが縮退
し，残ったシナプスは相対的に増強されている可能性がある（図 3.31, 図 3.32）． 
 
 
図 3.30 スケールフリー性をもったノードの構造. 
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図 3.31 各培養日数における波形と想定されるシナプス刈り込み. 
（a)-（b)の過程で神経細胞・シナプスが増加し，その後（b)-（c)の過程で神経
細胞・シナプスの刈り込みが起こると仮定すると，HFB 前後の自発活動電位パ
ターンの変化が説明できる． 
 
図 3.32 神経回路網のシナプス刈り込みによる，活動伝搬性の増強. 
成熟に伴って回路網内の余分な結合が減ると共に機能的接続強度が増大し 
電気活動の伝搬が効率的になっている可能性がある． 
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自己組織的に発現するシナプス刈り込み以外に神経回路網の機能的な構造を調整す
る仕組みとしては，シナプス可塑性が考えられる[92]．神経細胞は電気活動依存的にシ
ナプス伝達を調整するサイレントシナプスを保持している．サイレントシナプスは
NMDAR のみ膜上に存在するシナプスであり，AMPAR はシナプス後細胞の小胞内に保持さ
れている．このようなシナプス後細胞の膜電位が-70 mV 付近にあるときはシナプスの
応答が発現しないが，膜電位が+30 mV 付近まで脱分極したときは NMDARの Mg2+のブロッ
クが外れて，シナプス後電位が発生する．従って，他のシナプスからの入力によって活
動電位が発生してシナプス後細胞が強く脱分極している間にサイレントシナプスにお
いて入力があると，このときは NMDAR から Ca2+が流入し，シナプス後細胞内のシグナル
伝達を引き起こして小胞の膜に組み込まれて準備されていた AMPA 型受容体がシナプス
後膜に挿入される．その結果 AMPAR を介したシナプス後電位が観察されるようになり，
シナプス伝達の強度が増加する．これは，これまで通常活動していなかったシナプス経
路が ON 状態になって，その後活動するように変化したと言うことであり，ネットワー
クの機能的な構造が変更されたと言うことである［92］．これらの細胞生物学的なメカ
ニズムにより，ネットワークの機能的な構造が変更され，結果として短期的な記憶に関
連する履歴現象が調整されている可能性がある． 
 今後の課題としては第一に，より複雑な入力パターンに対する履歴性を解析すること
が重要であると考えている．現在の結果では 1 s – 2 s 以内に連続して刺激が入力され
た場合，神経回路網は履歴依存の応答をするという第一階層の履歴現象が明確となった．
しかし，神経回路網が 2以上の階層を持った履歴性，すなわち 3発以上の連続刺激に対
して履歴性を持つ場合，その詳細な識別はユークリッド距離を計測する方法では困難で
あり，活動パターンの空間的分布を考慮したより詳細な解析手法を考える必要がある． 
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3.5 結論 
75-175 DIV 程度の長期培養した神経回路網において，直前の電気刺激の有無に依存
して後の刺激に対する応答が変化する履歴現象が発現することが明らかとなった．この
履歴現象は 25-40 DIV程度の比較的短期間培養した神経回路網では発現しない．長期培
養した神経回路網において確認された履歴現象において，応答活動パターンは連続した
2 発刺激の刺激間隔に依存して変化した．履歴の持続時間は 1 sから 2 s程度の時間ス
ケールを持っていた．また，培養液条件下では履歴現象を発現しない 25-40 DIV 程度の
比較的短期間培養した神経回路網においても，Mg2+不含細胞外記録溶液下で神経伝達を
増強した状態では履歴現象が確認された．さらに，シナプス可塑性が誘導され，神経間
の伝達が増強されたとき，短時間培養した神経回路網においても履歴性が発現した．こ
れらの結果から，履歴現象の発現には神経細胞間の電気信号伝達の十分な活性化が必須
であることが明らかであり，神経伝達の可塑的な変化がシナプス間の機能的結合を変更
してネットワークの構造が変化し，神経回路網の状態遷移を修飾して履歴性を調整する
可能性が示唆された． 
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4.1 序論 
脳の活動と脳高次機能の関係を明らかにするために，非侵襲的・侵襲的手法で脳活動
の計測が行われている．非侵襲的手法として機能的磁気共鳴画像 （functional 
Magnetic Resonance Imaging，fMRI)，近赤外分光法 （Near Infra-Red Spectroscopy，
NIRS)，脳波 （Electroencephalography，EEG)，脳磁図 （Magnetoencephalography，
MEG)，などが挙げられる．これらの手法は開頭せずに脳活動を計測できるため，人間の
脳を対象に研究が行われている．しかしながら，これらの手法は，時空間分解能が低い
ので，外界からの入力と相互作用する脳活動を詳細に計測するのは難しい．そのため，
侵襲的手法による計測は必須である．例えば鈴木らは，刺入した針先に電極が蒸着され
た電極や脳に直接貼り付けて電位を計測するメッシュ型電極を用いて計測を行い[93]，
脳活動をデコードする技術を開発している．現状では，脳全体の活動を計測して脳ダイ
ナミクスを詳細に解析することは困難である．そのため，近年では，外界からの入力に
対する脳全体の出力を解析するのではなく，脳の局所的なモデルを作成する事で神経回
路網性の現象を解析する研究が展開されている．分散培養系を用いる事により，神経回
路網に一般的な性質を詳細に解析することが可能である．分散培養神経回路網における
神経活動ダイナミクスの研究としては，例えば，神経回路網が活動する際に，他の神経
細胞の活動タイミングよりも早く活動を行うバーストリーダー神経細胞の発見や，一定
の時間タイミングの範囲内で神経細胞が同期した活動を見せるネットワークスパイク
についての報告がなされている[94]．また，神経回路網に電気刺激を印加し，応答して
発現する神経回路網の時空間パターンを解析したところ，いくつかの再現性がある類型
に分類可能であるという報告がある[95]．自発性神経活動スパイクの時空間再現性を検
出するアルゴリズムも研究されており，一例として時空間パターンのテンプレートマッ
チング手法が用いられている[96]．この手法は，活動スパイクが計測された電極毎にス
パイク検出を行い，スパイクが検出された時間を元に，電極間のスパイクが正確な時間
差（例：1 ms)で繰り替えし活動する複数の電極を決定し，その複数の電極をテンプレ
ートとして扱って神経活動の計測時間全体に対してマッチングを行うものである．この
手法を用いて神経回路網の自発性神経活動を 4－7 週間モニタリングすると，培養日数
に依存した神経活動のパターン変化を定量できることが報告されている[97]．この研究
では，培養後 3週間に渡ってバーストの持続時間が増加していき，1ヵ月目にはバース
ト持続時間が減少した．神経回路網は培養日数依存的に自己組織的に構築され，これに
伴って活動伝搬時間の正確なスパイクやスパイクの持続時間も変化した．これらの結果
は，神経回路網の自発性神経活動パターンには，繰り返し正確に再現する特定のパター
ンが存在することを示している．さらに，神経回路網に加える刺激タイミングや刺激パ
ターンによって誘発される時空間パターンが異なるという報告もある[98]．この結果は
電気刺激とタイミング次第で誘発される時空間パターンが異なることを示唆しており，
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これらのパターンに外界の事象を対応させれば，外界の情報を神経回路網内に表象する
ことが可能であると言える． 
 これらの特定の神経活動パターンの根源が，単一の神経細胞レべルにあるのか，ある
いは神経回路網で始めて発現する性質であるのかは議論が分かれる．マロムらは，神経
回路網が効率よく応答する（同期性高く応答する）刺激パターンは，単一細胞レベルで
既に規定されているという報告をしている[99].他方で，ネットワーク全体を使っては
じめて 1つの情報を表現することも可能であろう．例えば，刺激電極の位置と刺激タイ
ミングに依存して特定の活動パターンを再現良く発現するならば，逆に活動パターンか
ら刺激パターンを再現することができると言うことである[100].このように，神経回路
網の電気活動パターンは，情報を表象する機能があると言える．さらに，神経回路網は
培養して自律的に再構成された半人工的なものであっても学習が可能であることが示
唆されている．例えば，刺激の時間パターン（繰り返し刺激の間隔など)に依存して，
刺激に応答するスパイク頻度など応答特性が変化するという報告がある．神経活動の同
期性に対する変化は刺激パターンで決まるが，その関係性はネットワークで規定されて
いると言う[101]．このほか神経活動パターンを変更する刺激スキームはいくつか提案
されているが，複数の研究グループによってその効果が確認できているというスキーム
もある[102].外界との相互作用を closed-loopで作って定常的な状態を準備し，そこに
様々なコンディショニング刺激をランダムに入力して想定した活動パターンを発する
ようになった時点でコンディショニングを止めるという方法で神経回路網を訓練する
ことが可能である．この結果は目的の出力を行うように神経回路網を機能的にデザイン
することができると言うことであり，培養皿上での記憶の制御という意味で興味深い
[103]． 
 本系における電気刺激と誘発応答の関係については3章で報告したが，これまで本序
論で概観してきた神経回路網の情報表現に対応する本系における神経回路網の情報表
現であると言える神経活動の時空間パターンもまた，入力依存的に一時的に変更される．
この履歴現象は神経回路網内を反響している電気刺激の影響によって，次の刺激印加に
よる情報処理が大きく異なる現象である．それは，電気刺激を印加するタイミングに依
存して神経回路網が全く異なる情報処理を行っている可能性を示唆する．つまり，履歴
現象はリカレントな入力が神経回路内で反響することで起きる現象であり，電気刺激に
よる反響時間の調整と履歴現象は深く関わっていると考えられる．そこで本章では，神
経回路網内に電気刺激の影響が残っている状態で電気刺激の印加を続けた場合，神経回
路網の活動スパイク特性が，神経回路網が印加された刺激間隔に依存して活動スパイク
特性を変化させる可能性を検証した．その結果，刺激間隔という時間情報が神経回路網
の自発性のネットワークバーストの活動間隔に変換され保存される「タイミングメモリ
ー」現象を発見した． 
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4.2 実験手法 
4.2.1 電気刺激スキーム 
実験手法の大部分は 2章に記述した手法と同様の手法を用いた．ラット海馬領域から
切り出した神経細胞を分散培養し，MED プローブ上に神経回路網を再構成して実験に使
用した．本章で記述する実験において手法として異なっているのは刺激・計測スキーム
と解析手法である． 
刺激・計測スキームを以下に記述する．1分に 1発の単発刺激印加と刺激後１分間の
電気計測・記録を 1 試行として 30 試行,もしくは 60 試行行い，単発の刺激に対する神
経回路網の誘発応答スパイクを記録した．1発目の単発刺激に応答して神経回路網が活
発化している時間領域において，2発目の刺激に対する誘発応答が発現するように 2発
目の刺激タイミングを設定し，2発の刺激を一組として印加する刺激をコンディショニ
ング刺激とした．コンディショニングは 120 試行行った．本研究では，コンディショニ
ング刺激を構成する 2発の刺激の間隔（ISI）を 800 ms,1000 ms, 1500 ms, 2000 msと
条件を変えて設定した．コンディショニング終了後に再び 1分に 1発の単発刺激印加と
刺激後１分間の電気計測・記録を 1 試行として 60 試行繰り返し，コンディショニング
前後の神経回路網スパイク特性の変化を解析した（図 4.1）．刺激電流値は培養と電極
の状態によって調整する必要があるが，充分な応答が確認できる最低限の電流値とし
た．その結果概ね 10 μA とした． 
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図 4.1 800 ms ISI でコンディショニング刺激を加えた場合の実験手順の例． 
コンディショニング前後に単発刺激を加えて応答を比較することで，
コンディショニングによって誘導された神経回路網の応答変化を解
析した． 
 
さらにコンディショニング刺激間隔に依存して変化する神経回路網の自発性活動特
性を解析するために，１回の単発刺激と，条件を変えた 3回のコンディショニングの前
後に各 20分の自発性神経活動を 5回計測するスキームで実験を行った（図 4.2）．この
実験ではコンディショニング刺激 ISIは 1000 ms，1500 ms，2000 ms と設定し，電気刺
激を印加する間隔は 1分に 1回とした．別の実験スキームとしてコンディショニングの
後に必ず単発刺激を印加して応答を解析し，単発刺激によってコンディショニング刺激
後の活動特性が受ける影響を解析した（図 4.3）．3 回のコンディショニングと 3回の単
発電気刺激を印加する前後に各 20 分の自発性神経活動の計測を計 7 回行った．コンデ
ィショニング刺激の ISIは 1000 ms，1500 ms，2000 ms と設定し，電気刺激を印加する
間隔は 1分に 1回とした． 
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図 4.2 全域的神経活動のネットワークバースト周期性解析スキーム１. 
コンディショニングにおける連続刺激の刺激間隔に依存した自発活動変化を
解析するための実験スキームである．2単発刺激，ISI刺激を印加するスキー
ムの後に，自発性神経活動計測時間を設けた． 
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図 4.3 全域的神経活動のネットワークバースト周期性解析スキーム 2. 
コンディショニングにおける連続刺激の刺激間隔に依存した自発活動変化を解
析するための実験スキーム．コンディショニング刺激の ISI を変更するごとに
１発刺激を行うセッションを設けて，コンディショニングの影響の持続性を検
討するための実験スキームである．1単発刺激，ISI 刺激を印加するスキームの
後に，自発性神経活動計測時間を設けた． 
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4.2.2 神経活動時空間パターン解析 
コンディショニングが神経回路網の活動パターンに及ぼす影響を解析する為に，各電
極で計測された活動電位の発生回数を要素とした 64 次元ベクトルを構成し，その時間
窓における神経回路網電気活動パターンの特徴ベクトルとした．時間窓の幅は 100 ms
とし，コンディショニング前後それぞれの単発刺激後の活動パターンを元に特徴ベクト
ルを生成した．ある時刻における 2つの活動パターン間の差異を特徴ベクトル間のユー
クリッド距離を指標として定量的に解析した． 
4.2.3 自発性神経活動の時間パターン解析 
20 分間の自発性活動を記録し，データを 5 分ずつ 4 つに分割した．各分割データに
ついて，各電極において 100 ms の時間窓ごとに計測された自発性神経活動スパイクの
数を全 64 電極で合計し，設定した閾値を越えたスパイク頻度のピークの時刻を検出し
た．本解析では，分割データ毎に全電極合計活動スパイク頻度の標準偏差の 2 倍の値を
閾値として設定した． 
分割データ毎にピーク間距離（Inter-Peak-Interval, IPI）を算出してヒストグラム
を作成し（図 4.4)，全 4 分割データの各階級値を平均した．このデータは，時間分解
能 100 ms で閾値を越えた数の計測箇所において，同期した神経活動があった時刻，す
なわちネットワークバーストの発生時刻を算出し，その発生間隔をまとめたものであり，
ネットワークバーストの周期を表すパラメーターであると言える． 
 
図 4.4 全域的神経活動のネットワークバースト周期性解析手法. 
各電極において計測された神経活動スパイク頻度を合計し，分割データごとに
IPIを算出してヒストグラムを作成した． 
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4.3 実験結果  
4.3.1 コンディショニングによる神経活動スパイク頻度変化 
単発刺激による誘発応答の計測をコンディショニング前後に行い，神経活動スパイク
特性へのコンディショニングの影響を解析した（図 4.5）．コンディショニング前は， 
単発刺激を印加した場合には刺激直後にスパイク頻度が多くなり，その他の時間ドメイ
ンでは自発活動が発現し，その活動タイミングはばらついて一定しない傾向があった．
コンディショニング後は，同様に刺激直後のスパイク頻度が多かったが，コンディショ
ニング刺激の 2 発目の刺激が印加された時刻周辺のタイミングで活動スパイクが増加
した．図 4.6 はコンディショニング前後の単発刺激後 10 スイープ分の活動をオーバー
レイしてラスタプロット表示したものである． 
 
図 4.5 コンディショニングに伴う刺激誘発応答の変化の例（24 DIV）． 
コンディショニング刺激によって神経活動の発現タイミングが変化した．電
気刺激が印加された時刻を黒矢印で示す．コンディショニング後の灰色の破
線矢印はコンディショニング時にコンディショニング刺激を構成する 2 発
目の刺激が印加されていたタイミングを示す． 
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図 4.6 コンディショニング前後の単発刺激に対する応答のラスタプロット表示例（24 
DIV）．コンディショニング前，後の単発刺激後 10 スイープ分をそれぞれオーバ
ーレイ表示した．コンディショニング後に，一定周期で繰り返される同期的活
動が明確化した．電気刺激が印加された時刻を黒矢印で示す．コンディショニ
ング後の灰色の破線矢印はコンディショニング時にコンディショニング刺激を
構成する 2発目の刺激が印加されていたタイミングを示す．実験には 24 DIV の
神経回路網を使用した． 
 
単発刺激に対する応答が変化し，特に刺激直後に活動スパイクが抑制され，間歇化した．
また，それ以降の時間ドメインにおいても時間パターンは間歇化した．この結果は，神
経回路網の背景的な自発性活動特性がコンディショニングによって変化し，その結果単
発刺激に対する応答パターンが大きく変化したと解釈できる．コンディショニング前後
に単発刺激を印加して応答として発現した電気活動スパイクの頻度を解析すると,コン
ディショニング刺激が印加されていた時間周辺でスパイク頻度の増加が観察された（図
4.7 矢印）． 
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図 4.7 コンディショニング前後の 64電極全体のスパイク頻度の合計（24 DIV）． 
コンディショニング後にコンディショニング時に 2 発目の刺激が印加されてい
た時刻周辺（矢印）の活動スパイク頻度が増加する傾向があった．  
 
図 4.8 コンディショニングによる神経回路網のスパイク頻度の変化（24 DIV）. 
左図はコンディショニング前後の一発目の刺激電気刺激直後から 100 ms
以内のスパイク頻度を，右図はコンディショニング前後の 1 s の自発性神
経活動のスパイク頻度を示す．＊，＊＊は有意差を示す（＊：p<0.05，：
＊＊：p<0.01，マンホイットニーの U 検定）． 
 
刺激直後 100 ms 間の活動スパイク頻度は，コンディショニング前において
1139.22±102.81（平均±標準誤差，N=5)，コンディショニング後において 1948.34 ± 
148.94（平均±標準誤差，N=5），となり P<0.05（Mann-Whitney U-test)で有意差が認
められた（図 4.8 左）．これはコンディショニング後において神経回路網の刺激応答性
が増加したことを示している．また，自発性活動の 1 s間のスパイク頻度の合計はコン
ディショニング前において 3432.53±126.23（平均±標準誤差，N=5)，コンディショニ
ング後において 5453.37±224.59（平均±標準誤差，N=5)で P<0.01（Mann-Whitney 
U-test)で有意差があり，自発性活動もコンディショニング後に増加した（図 4.8右）． 
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コンディショニングによる変化は，刺激応答性の増加，自発性活動の増加だけではなく，
コンディショニングの 2発目の刺激が印加されていた時刻より 300 ms から 400 ms程度
前の時間ドメインにおいて活動スパイクが減少した（図 4.9 左）．コンディショニング
前は，この時間ドメインにおける神経活動スパイク頻度は 1168.00±133.12（平均±標
準誤差，N=5）であったが，コンディショニング後では 890.82±113.21 （平均±標準
誤差，N=5)と減少した．コンディショニング時の 2 発目の刺激印加タイミング直後から
400 ms 間の神経活動スパイク頻度は，コンディショニング前は 1806.00 ±172.29（平
均±標準誤差，N=5)で，コンディショニング後では 2723.00 ± 212.23（平均±標準誤
差，N=5)と増加し，P<0.05（Mann-Whitney U-test)で有意差が認められた（図 4.9右）．
この結果はコンディショニング後において 2 発目の刺激が印加されていた直後の時間
タイミングとほぼ同じ時間ドメインで，そのタイミングに刺激入力がなくとも活動スパ
イク頻度が増加したことを示している．これらの結果は，コンディショニングによって， 
2発目の刺激が印加されていたタイミング近辺の時間ドメインの活動スパイク特性が大
きく変化したことを示している． 
 
 
図 4.9 2発刺激タイミング近辺の時間ドメインにおけるコンディショニングによ
るスパイク頻度の変化（24 DIV）．左パネルはコンディショニング時の 2
発目の刺激前 400 ms から 2 発目の刺激タイミングまでの時間ドメインに
おけるスパイク頻度を示す．右パネルはコンディショニング時の 2発目の
刺激タイミングから 400 ms までの時間ドメインにおけるスパイク頻度を
示す． ＊は有意差を示す（＊：p<0.05，マンホイットニーの U検定）． 
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4.3.2コンディショニングによる時空間パターンの変化 
コンディショニング前後において，単発刺激に対する応答活動パターンのパターン間
ユークリッド距離を算出した（図 4.10）．その結果，1発目刺激直後と 2発目刺激後 200 
ms の時間ドメインにおいてユークリッド距離が増加し，その後ユークリッド距離が大
きい時間ドメインが複数回繰り返し発現した．2回目のユークリッド距離のピークの位
置は，活動スパイク頻度のピークの位置とほぼ一致した（図 4.10 矢印）．また，1発目
刺激後 300 ms から 600 ms ではユークリッド距離が大きく減少し，施行ごとのばらつき
が減少したことを示している（図 4.10 破線矢印）．この時間ドメインでは，コンディ
ショニングにより活動スパイク頻度が大きく減少した． 
 
  
図 4.10 単発刺激による神経活動パターンのコンディショニング前後のユークリッ
ド距離（24 DIV）．刺激直後とコンディショニングされていた時間周辺でユ
ークリッド距離が大きくなる傾向が示されている．また，ユークリッド距
離が特に小さい時間ドメイン（破線矢印）と繰り返し生じるユークリッド
距離が相対的に大きい時間ドメイン（矢印)が存在する． 
 
4.3.3 刺激タイミングを保存する神経回路網 
 コンディショニング時の 2 発の電気刺激の間隔を 800 ms とした場合，その前後にお
いて刺激応答性が大きく変化した．特に，コンディショニング後はコンディショニング
時の 2発目刺激タイミングである 800 ms 周辺で活動が多くなった．この結果は全試行
を平均して解析した結果であるが，個々の試行に着目して神経活動スパイク頻度の時間
推移を解析すると，興味深いことに，コンディショニング時の 2発目刺激タイミングに
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おける神経活動数の変化は，1発目の電気刺激直後の応答と関連して試行ごとに大きく
ばらついていた（図 4.11）．コンディショニング時に単発刺激が印加されていた時刻を
t1，2発目の刺激が印加されていた時刻を t2 とすると，ある試行において t1 直後に神
経活動スパイク頻度が大きい場合，t2 直後の時間ドメインの神経活動スパイク頻度は
抑制される傾向が確認され，逆に t1直後の刺激に対する神経活動スパイク頻度が小さ
い場合，t2の直後の時間ドメインの神経活動スパイク頻度は増加する傾向があった（図
4.12）． 
 
図 4.11 1試行ごとの神経活動スパイク頻度の時間推移の例（28 DIV）． 
刺激直後の神経活動スパイク頻度とコンディショニングされていた時間ドメ
インにおける神経活動スパイク頻度には関係性が見られる．橙矢印はコンディ
ショニングされていた時間ドメインに神経活動スパイクが集中していること
を示す．  
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図 4.12 図 4.11の線グラフのオーバーレイ表示. 
 
t1と t2の時間ドメインにおける神経活動スパイク頻度の関係性に着目して解析を行っ
た（図 4.13）．各試行における t1 後 500 ms 以内の神経活動スパイク頻度と時刻 t2 前
後 200 ms（計 400 ms）以内の神経活動スパイク頻度を個別に算出した．t1 の活動が大
きい時の t2の活動傾向を解析するため，t1の活動スパイク頻度の大きい順に各試行を
ソーティングした．コンディショニング前においては，t1 における神経活動スパイク
頻度の順位 1 番から 30 番目までの試行のスパイク頻度は 307.30 ± 11.69（平均±標
準誤差，N=30)，31番目から 60番目までの試行の t１におけるスパイク頻度は 151.92 ± 
7.40（平均±標準誤差，N=30)で，これは t1におけるスパイク頻度でソートして分割し
たため当然であるが P<0.01（Mann-Whitney U-test）で有意差が認められた．他方，t2
におけるスパイク頻度は，t1における神経活動スパイク頻度の順位 1番から 30 番目ま
での試行では 205.0 0± 18.65 （平均±標準誤差，N=30)，31 番目から 60 番目までの
試行では 250.82 ± 15.50 （平均±標準誤差，N=30)となり，有意差は認められなかっ
た．すなわち，コンディショニング前においては t1 における活動頻度と t2における活
動頻度に明確な関係性が確認できなかった（図 4.14）．これに対して，コンディショニ
ング後では，t1 における神経活動スパイク頻度の順位 1 番から 60 番目までの試行の t
１におけるスパイク頻度は 480.4 ± 11.25（平均±標準誤差，N=60)， 61番目から 120
番目までの試行の t１におけるスパイク頻度は 216.1 ± 10.06（平均±標準誤差，N=60)
で，この場合も P<0.01（Mann-Whitney U-test）で有意差が認められた．さらに，t2 に
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おけるスパイク頻度は，t1における神経活動スパイク頻度の順位 1番 から 60番目ま
での試行では 209.9 ± 22.58（平均±標準誤差，N=60)，61番目から 120 番目までの試
行では 337.0 ± 19.07（平均±標準誤差，N=60)で， P<0.01（Mann-Whitney U-test）
で有意差が認められた．この結果はコンディショニングにより，t1 と t2における神経
活動スパイクの頻度に逆相関が形成されたということを示唆する（図 4.15）． 
 
 
図 4.13 t1における神経活動スパイク頻度でソートした全試行における神経活動スパ
イク頻度の例（単一の実験の結果，28 DIV)．上図はコンディショニング前，
下図はコンディショニング後の神経活動スパイク数を示している． 
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図 4.14 コンディショニング前の t1,t2における活動スパイク頻度の関係性. 
t1 における神経活動スパイク頻度の順位 1 番から 30 番目までの試行のデータ
が青で，31 番目から 60 番目までの試行の平均スパイク頻度が赤で示されてい
る．＊＊は有意差を示す（p<0.01，マンホイットニーの U検定）． 
 
  
図 4.15 コンディショニング後の t1,t2における活動スパイク頻度の関係性. 
t1 における神経活動スパイク頻度の順位 1 番から 60 番目までの試行のデータ
が青で，61 番目から 120番目までの試行の平均スパイク頻度が赤で示されてい
る．コンディショニング後は t2における平均スパイク頻度に優位な差がある．
＊＊は有意差を示す（p<0.01，マンホイットニーの U検定）． 
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4.3.4 神経活動の周期性とタイミング保持現象の関連性 
 コンディショニング後に t1，t2 における神経活動スパイク頻度に逆相関の関係が成
立することを考えると，神経回路網に対して電気刺激が印加されるタイミングと，その
ときの神経回路網の内部状態との関係が重要であると考えられる．そこで，電気刺激が
印加される直前の時間ドメインも解析範囲に加えて神経活動スパイク頻度の時間推移
を解析した．コンディショニングを 1000 ms ISI で加えた後 120 回の単発刺激を行い，
１試行ごとに神経活動スパイク頻度の時間推移を解析した．さらに，刺激直後 500 ms
以内の活動頻度が高い順に各試行をソートし，上位から 1-30試行，31-60試行，61-90
試行，91-120 試行の 4 つに区分し，区分ごとに試行間で活動電位スパイク頻度を合計
した（図 4.16)． 
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図 4.16 電気刺激印加前 2 s 間，印加後 6 s間における神経活動スパイク頻度の合計値
の時間推移（27 DIV)．1000 ms ISI でコンディショニングした後に 120 回の
単発刺激を印加して刺激に誘発された神経活動スパイク頻度を試行ごとに計
数した．各試行を刺激直後 100msの活動頻度が多い順にソートして上位から 4
つに区分し，各区分で時間ごとにスパイク頻度の合計値を算出した．神経活動
スパイク頻度の平均の時間推移を，上位 1-30試行を青色，31-60試行を赤色，
61-90 試行を黄緑色，91-120 試行を橙色で表示した．それぞれの色の矢印は，
刺激直後のピークの次に神経活動が集中して発生したピーク（2 nd ピーク）
の位置を示している．a)全 4 区分の神経活動スパイク頻度合計値の時間推移．
b)上位から 1及び 2番目の区分の神経活動スパイク頻度合計値の時間推移．c)
上位から 2 及び 3 番目の区分の神経活動スパイク頻度合計値の時間推移．d)
上位から 3及び 4番目の区分の神経活動スパイク頻度合計値の時間推移． 
 
前節までの結果と一致して，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が低い場合にコンディシ
ョニング時の 2発目の刺激時刻周辺で活動頻度が上昇する傾向があった（図 4.16（b),
（c),（d)）．例えば，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が低い 91-120 試行における合計
活動スパイク頻度の時間推移を検証すると，刺激の直前に神経回路網が強く活動してい
た（図 4.16（d)）．また，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が相対的に高い 1-30 試行と
31-60 試行（上位から第 1，2 位の区分）における合計活動スパイク頻度の推移を解析
すると，刺激直前の神経活動スパイク頻度が低い傾向があった（図 4.16（b)）．刺激直
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後の神経活動のピークの次に神経活動が集中して発生するピーク（2ndピーク）の時刻
に着目すると，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が最も低い第 4 位の区分に属する試行
では 2ndピークが表れる時間が短いという傾向があった．それぞれの 2ndピークの時刻
は第 4 区分の試行で 900 ms，第 3 区分の試行で 1100 ms，第 2 区分の試行で 1200 ms，
第 1 区分の試行で 1400 ms と刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が低い順に 2nd ピークが
発生する時刻が単発刺激の印加時刻と近くなった（図 4.17,図 4.18）．これは神経回路
網が電気刺激を加える直前の状態に依存して，電気刺激後の応答を変化させている可能
性を示唆する． 
 
 
図 4.17 上位から１，２及び４番目の区分の神経活動スパイク頻度の時間推移のまとめ． 
 
図 4.18 ソートしたデータに表れる，2nd ピークの位置の違い. 
 
次に，2ndピークが重なり合うように各区分の神経活動スパイク頻度時間推移データ
を重ね合わせた．第 1 番目の区分の 1-30 試行と第 2 番目の区分の 31-60 試行のデータ
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を重ね合わせ，神経活動スパイク頻度時間推移データをシフトして，第 2番目の区分の
2nd ピークが第 1 番目の区分の 2nd ピークと互いに重なるようにした（図 4.19)．その
結果，2ndピークの直後に表れるピークの傾向が第 1番目の区分と第 2番目の区分で類
似している．第 1 番目の区分の 1-30 試行と第 3 番目の区分の 61-90 試行のデータを重
ね合わせ，神経活動スパイク頻度時間推移データをシフトして，第 3番目の区分の 2nd
ピークが第 1番目の区分の 2ndピークと互いに重なるようにした（図 4.20)．その結果，
2ndピークの直後のピークの出現位置が類似していた． 
 
図 4.19 コンディショニング後の第 1 番目の区分の 1-30 試行と第 2 番目の区分の
31-60試行のデータを重ね合わせ，刺激後に表れる 2nd ピークと周辺のネッ
トワークスパイクの傾向を解析した． 
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図 4.20 コンディショニング後の第 1 番目の区分の 1-30 試行と第 3 番目の区分の
61-90試行のデータを重ね合わせ，刺激後に表れる 2nd ピークと周辺のネッ
トワークスパイクの傾向を解析した． 
 
第 1 番目の区分の 1-30 試行と第４番目の区分の 91-120 試行のデータを重ね合わせ，
神経活動スパイク頻度時間推移データをシフトして，第 4 番目の区分の 2nd ピークが第
1 番目の区分の 2nd ピークと互いに重なるようにした（図 4.21)．その結果，5 秒辺り
のピークの出現位置が類似している傾向があった．刺激後に表れる 2nd ピークの頂点を
シフトして合わせただけで，その後のピークが類似した時間に表れる理由としては，刺
激後の神経活動スパイクの活動間隔が周期的になっている可能性を示唆している．その
周期的な活動がコンディショニングによるものかを検証するため，コンディショニング
前の刺激応答スパイク活動のデータを解析した．コンディショ二ング前の刺激スキーム
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は 30試行と設定していたため，刺激直後 500 ms以内のスパイク活動頻度が高い順に各
試行をソートして，1-15試行，16-30試行の上位と下位の 2つに区分し，刺激直後に表
れる 2ndピークの傾向を解析した（図 4.22)． 
 
 
図4.21 コンディショニング後の第1番目の区分の1-30試行と第4番目の区分の91-120
試行のデータを重ね合わせ，刺激後に表れる 2ndピークと周辺のネットワーク
スパイクの傾向を解析した． 
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図 4.22 コンディショニング前の 1-15 試行，16-30 試行の上位と下位の 2 つに区分し，
刺激後に表れる 2ndピークと周辺のネットワークスパイクの傾向を解析した． 
 
 
 
神経活動スパイク頻度時間推移データをシフトして，下位の区分の 2ndピークが上位
の区分の 2ndピークと互いに重なるようにした．その結果，コンディショニング後のデ
ータの傾向と異なり，2nd ピークの後に表れるピークの出現位置が一致することはなか
った．さらに，コンディショ二ング前の刺激スキームは 30 試行のデータとコンディシ
ョニング後の第1番目の区分の30試行のデータを用いて同様の解析を行った（図4.23)．
コンディショニング前後ではスパイク頻度が大きく異なるため，2nd ピークの頂点をシ
フトして解析を行ったが，明確な関係性は得られなかった．コンディショニング後に確
認されたネットワークスパイクの周期的な関係性は，単発の電気刺激だけでは発現しな
いことを示唆する． 
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図 4.23 コンディショニング前の 30 試行のデータとコンディショニング後の第 1 番
目の区分の 30 試行のデータを，刺激後に表れる 2nd ピークと周辺のネット
ワークスパイクの傾向を解析した． 
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4.3.5 自発性活動の周期性の解析 
コンディショニングの ISI 間隔に依存した自発性電気活動の変化を解析するため，電
気刺激スキームを改変し，単刺激，ISI 刺激，自発性活動計測を交互に行った（図 4.2）．
コンディショニング刺激を加えた後に自発性神経活動スパイクを計測して，コンディシ
ョニングが自発性活動に与える影響を解析した．いずれの条件でも 100 ms の IPI 頻度
が多い傾向になったが，これはスパイク頻度を計数する時間窓の幅が 100 ms であるこ
とと，バースト活動など高頻度の神経活動がある区間の影響によるものと考えられる
（図 4.24）． 
 
 
図 4.24 図 4.2 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔
（IPI）分布の例（25 DIV)． 
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本実験で着目したのは秒程度の周期間隔を持つ反響的な活動であるので（図 4.6），
100 ms以上の IPI のみ解析した（図 4.25）．単発刺激・コンディショニング刺激印加前
は 200 ms という短い IPI が多く（図 4.25（1）），単発刺激後は 200 ms から 300 ms の
IPIが減少する傾向があった（図 4.25（2))．1s ISI でコンディショニングした後は ，
600 ms から 700 ms の IPI が増加した（図 4.25（3))．さらにコンディショニング刺激
で用いた ISI が 1.5 s，2 s と長くなるに従って，この 600 ms から 700 ms の IPI の頻
度が減っていき，さらに長い 1000 msから 2000 msの IPIが増加した（図 4.25（4)，（5))．
それぞれの計測における平均 IPIは，計測（1)で 458.16±23.60 ms（平均±標準誤差，
N=4)，計測（2)で 496.29±22.65 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（3)で 560.27±18.95 
ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（4)で 600.20±15.97 ms（平均±標準誤差，N=4)，
計測（5)で 614.72±13.49 ms（平均±標準誤差，N=4)であった．コンディショニング
で用いた ISIが長くなるにしたがって，200 ms から 1000 ms の IPI 頻度が下がり，1100 
msから 2000 msまでの IPI頻度が増加して長い IPIが増加する傾向があった（図 4.26）．
各刺激スキーム後に，IPI を 500 ms 毎にまとめ，ISI に依存した IPI 変化の傾向を解析
した（図 4.27)．200-500 ms の IPI は，（1)単発刺激前では 548.08±34.81（平均±標
準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 532.41±24.31（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI
でコンディショニング後では 466.17±15.64（平均±標準誤差，N=4)，（4)1.5 s ISIで
コンディショニング後では 451.41±16.00（平均±標準誤差，N=4)，（5)2 s ISI でコン
ディショニング後では 450.83±15.10（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイット
ニーの U 検定によれば（1),（2)は（3),（4),（5)と P < 0.01 で優位差が認められた．
600-1000 ms の IPI は，（1)単発刺激前では 254.17±11.17（平均±標準誤差，N=4)，（2)
単発刺激後では 229.83±7.09（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニ
ング後では 181.50±11.06（平均±標準誤差，N=4)，（4)1.5 s ISIでコンディショニン
グ後では 146.58±8.55（平均±標準誤差，N=4)，（5)2 s ISI でコンディショニング後
では 134.17±10.39（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U 検定によ
れば（1),（2)は（3),（4),（5)と P < 0.01 で優位差が認められた．1100-1500 ms の
IPI は，（1)単発刺激前では 40.08±5.06（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では
48.5±4.56（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニング後では 62.50
±3.39（平均±標準誤差，N=4)，（4)1.5 s ISI でコンディショニング後では 67.50±2.08
（平均±標準誤差，N=4)，（5)2 s ISI でコンディショニング後では 65.5±3.39（平均
±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U 検定によれば（1)は（3),（4),（5)
と P < 0.01 で優位差が認められ,（2)は（3)と P < 0.05で有意差が認められ，（4),（5)
と P < 0.01 で優位差が認められた．1600-2000 ms の IPI は，（1)単発刺激前では 1.16
±0.35（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 2.25±0.63（平均±標準誤差，N=4)，
（3)1 s ISI でコンディショニング後では 9.75±1.93（平均±標準誤差，N=4)，（4)1.5 
s ISI でコンディショニング後では 16.83±2.24（平均±標準誤差，N=4)，（5)2 s ISI
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でコンディショニング後では 21.58±1.95（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイ
ットニーの U 検定によれば（1)（2)は（3),（4),（5)と P < 0.01 で優位差が認められ
た．200-1000 msの IPIの頻度は ISIが長くなるにつれて減少し，1100-2000 ms までの
IPI頻度は ISIに依存して増加する傾向を示した．以上の結果から神経回路網の自発性
活動が回路網全体で同期的に発生するネットワークバーストの活動間隔はコンディシ
ョニングされる間隔に依存して変化することが示された． 
 
図 4.25 図 4.2 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔
（IPI）分布の例．平均 IPIは，計測（1)で 458.16±23.60 ms（平均±標準誤
差，N=4)，計測（2)で 496.29±22.65 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（3)
で 560.27±18.95 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（4)で 600.20±15.97 ms
（平均±標準誤差，N=4)，計測（5)で 614.72±13.49 ms（平均±標準誤差，
N=4)であった．赤矢印は平均 IPIを示す． 
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図 4.26 図 4.2 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔
（IPI）分布の例（図 4.23 と同じデータ）． 
 
 
図 4.27 図 4.25 のネットワークバーストのピーク出現間隔（IPI）を 500 ms 毎にまと
めた結果を示す．それぞれ 200 msから 500 ms の IPI の合計値（平均±標準誤
差，N=4)，600 ms から 1000 ms の IPI の合計値（平均±標準誤差，N=4)，1100 
msから 1500 msの IPIの合計値（平均±標準誤差，N=4)，1600 msか 2000 ms
の IPIの合計値（平均±標準誤差，N=4)．  
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次に，単発刺激が自発性活動の IPI に与える影響を解析した（図 4.28)．これまでの
結果と同様，単発刺激・コンディショニング刺激のいずれも印加されていない場合は
200 ms という短い間隔の IPI が相対的に多く（図 4.28（1）），単発刺激後は 500 ms 周
辺の IPIが相対的に多くなった（図 4.28（2））．単発刺激を印加することによって 200 ms
から 300 msの IPIは減少する傾向がある点もこれまでの結果と整合性がある．1 s ISI
でコンディショニングした後の活動周期は 700 ms から 900 ms の IPI が多くなったが 
（図 4.28（3))，さらに，この後単発刺激を印加すると，500 msから 1000 ms 程度の様々
な大きさの IPI に分布が分散した（図 4.28（4)，（6),図 4.29（4)，（6))．これらの結
果は，神経回路網にとって背景的な活動であると考えられてきた自発性活動も，単発刺
激やコンディショニング刺激の履歴の影響を受けて活動の時間パターンが変化するこ
とを示す．刺激スキーム後毎に，IPI を 500 ms毎にまとめ，ISI に依存した IPI 変化の
傾向を解析した（図 4.30)．200-500 ms の IPI は，（1)単発刺激前では 276.08±60.28
（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 89.60±16.62（平均±標準誤差，N=4)，
（3)1 s ISI でコンディショニング後では 47.17±2.99（平均±標準誤差，N=4)，（4)
単発刺激後では 68.41±7.24（平均±標準誤差，N=4)，（5)1.5 s ISI でコンディショニ
ング後では 46.40±4.78（平均±標準誤差，N=4)，（6)単発刺激後では 71.41±3.90（平
均±標準誤差，N=4)，（7)2 s ISI でコンディショニング後では 107.20±3.77（平均±
標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U 検定によれば（1)は（2),（3),（4),
（5),（6),（7)と P < 0.01 で優位差が認められた．600-1000 msの IPIは，（1)単発刺
激前では 85.08±19.68（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 105.40±4.93（平
均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニング後では 98.00±8.06（平均±標
準誤差，N=4)，（4)単発刺激後では 113.80±5.02（平均±標準誤差，N=4)，（5)1.5 s ISI
でコンディショニング後では 82.60±7.05（平均±標準誤差，N=4)，（6)単発刺激後で
は 127.20±4.99（平均±標準誤差，N=4)，（7)2 s ISIでコンディショニング後では 133.03
±2.93（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U検定によれば（1),（2),
（3),（5)は（6),（7)と P < 0.01で優位差が認められた．1100-1500 msの IPI は，（1)
単発刺激前では 18.00±7.78（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 48.60±3.15
（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニング後では 55.60±2.66（平均
±標準誤差，N=4)，（4)単発刺激後では 54.60±4.51（平均±標準誤差，N=4)，（5)1.5 s 
ISIでコンディショニング後では 69.60±3.04（平均±標準誤差，N=4)，（6)単発刺激後
では 49.60±2.58（平均±標準誤差，N=4)，（7)2 s ISI でコンディショニング後では
40.63±1.66（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U検定によれば（1)
は（2),（3),（4),（5),（6),（7)と P < 0.01で優位差が認められた．（5)は（1)は（2),
（3),（4),（5),（6),（7)と P < 0.01 で優位差が認められた．1600-2000 ms の IPIは，
（1)単発刺激前では 0.60±0.53（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 6.40±2.30
（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニング後では 13.60±1.40（平均
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±標準誤差，N=4)，（4)単発刺激後では 5.00±1.01（平均±標準誤差，N=4)，（5)1.5 s 
ISIでコンディショニング後では 10.08±1.65（平均±標準誤差，N=4)，（6)単発刺激後
では 5.20±1.10（平均±標準誤差，N=4)，（7)2 s ISI でコンディショニング後では 4.20
±0.76（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U検定によれば（3)，（5)
は（1),（4),（6),（7)と P < 0.01 で優位差が認められ,（3)，（5)は（2)と P < 0.05
で優位差が認められた． 
また，単発刺激を行うと，コンディショニングによって誘導された IPIの変化を打ち
消して 500 ms 周辺の IPI が相対的に多くなる傾向があったが，直前のコンディショニ
ングによる変化をひきずっている傾向があった．1.5 s ISIでコンディショニングを行
うと，700 ms から 900 ms の活動周期の平均度数が減少し，1100 ms から 1500 ms の活
動周期がわずかに増加して 1000 ms 付近にピークが出現した（図 4.28（5)）．さらに，
2 s ISIのコンディショニングにより，1500 ms から 2000 ms の平均度数の増加が予想
されたが，実際には 600 ms から 700 ms の IPIが多かった（図 4.28（7))．この 500 ms
周辺に IPI のピークが来るスキームは単発刺激後の場合が多かった（図 4.28（2), （4), 
（6))．それぞれの計測における平均 IPI は，計測（1)で 338.91±15.52 ms（平均±標
準誤差，N=4)，計測（2)で 648.10±15.92 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（3)で 797.94
±16.75 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（4) で 681.61±19.95 ms（平均±標準誤差，
N=4)，計測（5)で 814.57±17.16 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（6)で 675.44±23.59 
ms（平均±標準誤差，N=4)，および計測（7)で 339.13±15.10 ms（平均±標準誤差，
N=4)である．これらの結果から，計測（2)，（4)，（6)の単発刺激印加後の平均 IPIはど
れも 600 ms から 700 ms の間に平均値があることが確認された．また，計測（3)，（5)
の結果では，刺激間隔が長い方が平均活動周期も長くなる傾向があった．また，2s ISI
によるコンディショニング直後の計測である計測（7）の IPI の長さはコンディショニ
ング直後の計測である計測（3），（5）における IPI より，単発刺激後の計測である，計
測（2），（4），（6）における IPIの傾向に近い特徴を持っていた（図 4.28，図 4.29，図
4.30)．したがって，この神経回路網にとって 2 s ISI によるコンディショニング 2 連
続電気刺激は，刺激間隔が長いために連続刺激としてではなく 2発の独立した単発刺激
として処理された可能性がある． 
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図 4.28 図 4.3 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔
（IPI）分布の例．実験には 27 DIV の神経回路網を使用した． 
平均 IPIは，計測（1)で 338.91±15.52 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（2)
で 648.10±15.92 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（3)で 797.94±16.75 ms
（平均±標準誤差，N=4)，計測（4) で 681.61±19.95 ms（平均±標準誤差，
N=4)，計測（5)で 814.57±17.16 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（6)で 675.44
±23.59 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（7)で 339.13±15.10 ms（平均±
標準誤差，N=4)であった．赤矢印は平均 IPI を示す． 
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図 4.29 図 4.3 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔
（IPI）分布の例（図 4.28 と同じデータ）． 
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図 4.30 図 4.28 のネットワークバーストのピーク出現間隔（IPI）を 500 ms 毎にまと
めた結果を示す．それぞれ 200 msから 500 ms の IPI の合計値（平均±標準誤
差，N=4)，600 ms から 1000 ms の IPI の合計値（平均±標準誤差，N=4)，1100 
msから 1500 msの IPIの合計値（平均±標準誤差，N=4)，1600 msか 2000 ms
の IPIの合計値（平均±標準誤差，N=4)． 
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4.4 考察 
神経回路網は誘発応答も自発活動も，単発刺激やコンディショニング刺激に対応して
活動パターンを変化させることが明らかになった（図 4.6，図 4.25）．コンディショニ
ング後の計測では，コンディショニングで用いた 2 連続刺激の，2発目の刺激が印加さ
れた時間ドメイン周辺で自発性のネットワークバーストが誘発された．コンディショ二
ング前後において神経回路網の発火特性が変化したため，2発目の電気刺激を印加され
た時間周辺で 2nd ピークが計測された．刺激直後に誘発応答スパイクが集中する 2nd ピ
ークの時間を解析すると，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が最も低い試行では 2nd ピ
ークが表れる時間が短くなり，最も高い試行では 2nd ピークが表れる時間が長いという
傾向があった（図 4.18)．刺激直後 500 ms 以内のスパイク頻度でソートしただけで，
2ndピークの出現時刻と刺激直前の活動頻度に特徴的な差が観察される背景として，神
経回路網の刺激に対する応答は刺激が印加される直前の状態に依存することが考えら
れる．また，刺激後に表れる 2ndピークの頂点をシフトさせ，その後に表れたネットワ
ークバーストのピークは類似した時間に表れていた（図 4.20, 図 4.21)．2nd ピークの
タイミングを合わせるだけで，その後のピークの出現時間が類似した傾向を示す背景に
は，神経活動スパイクの活動間隔が周期的になっている可能性が示唆される． 
神経回路網の状態に依存して 2ndピークの出現する位置が変化する現象は，コンディ
ショニング後に発現する現象であり，神経回路網の活動が周期的になっている必要があ
ると考えられる．電気刺激は周期的な活動の位相を，刺激入力時の活動状態と関係なく
リセットすると考えることが多い．本研究で明らかになった神経回路網の 2nd ピークの
位置が電気刺激を加える直前の状態に依存して変化する現象は，従来のフェイズロック
の考え方とは異なる．電気刺激が印加されたときの状態（位相)に依存して位相シフト
の量が決定されると考える[104]．これは，分散培養した神経回路網の神経活動にもカ
オス的な振る舞いが存在することを示唆している． 
 神経回路網の周期的活動はコンディショニング刺激の間隔に依存して可塑的に変
化する（図 4.26, 図 4.29)．本章で報告したタイミングメモリーの発現時間は 2秒が限
界であった．その時間は 3 章で報告した履歴が持続する時間と類似しており，この実験
の例では履歴は 2 s間持続するのが限界であったと推測できる． 
 2 s ISIのコンディショニング後は 600 ms から 700 ms の IPIが多く（図 4.28（7))，
この 500 ms周辺に IPIのピークが来る傾向は単発刺激後のスキームに多かった（図 4.28
（2), （4), （6))．それは，この神経回路網にとって 2 s ISI によるコンディショニ
ングは，刺激間隔が履歴持続時間と相対して長いために，連続刺激としてではなく単発
の単発刺激として処理された可能性がある．これらの結果から，神経回路網のネットワ
ークバーストの間隔は，単発刺激よりも 2発刺激に影響され，その ISI に依存してネッ
トワークバーストの活動周期を変えることが明らかになった．これは言い換えると，ISI
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の時間幅の長さを自発性活動のネットワークバースト周期の長さと関連して記憶させ
ることがある程度可能であることを意味する．神経回路網が記憶可能な時間幅は，刺激
印加の履歴が神経回路網に保持されうる時間（履歴保持時間)によって決まっている可
能性がある．本研究では，このような印加された連続刺激のタイミングを反映した時間
間隔を自発性のネットワークバースト間隔として保持する，タイミングメモリー現象の
存在を明らかにした． 
また，コンディショニング刺激の間隔に依存して変化する現象を説明する仮説として
以下が考えられる．コンディショニング刺激で行う 2発連続刺激においては，始めの刺
激の影響が神経回路網内で反響的に伝搬して回路内に影響が残存した状態で 2 発目の
刺激が印加されることになる．その結果，単発刺激ではシナプス後細胞の膜電位を活動
電位発生の閾値に達するまで上昇させることができず，そのシナプス後細胞に次の神経
細胞へ情報を伝達させることができなかったようなシナプス経路においても，事前の入
力が存在することによる興奮性シナプス後電位の空間的荷重や時間的荷重によってシ
ナプス後細胞の膜電位が活動電位発生域値を越え，そのシナプス経路によって次の神経
細胞へ情報を伝達させることができるようになった可能性がある（図 4.31）．その結果，
単発刺激では同期的な活動に参加しなかったシナプス経路と神経細胞が，ある時間間隔
で同期的な活動に参加するようになると考えられる． 
 
 
 
図 4.31 刺激間隔に依存した IPI出現メカニズムについての仮説. 
神経回路内に反共的に残った事前の刺激の影響により，刺激タイ
ミングに依存した変化を起こす事が考えられる． 
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本章で紹介したタイミングメモリーに類似した現象は in vivoの系を用いた他の研究
でも確認されて居る．例えば，ゼブラフィッシュに対してある間隔で視覚刺激を入力し
た場合，その刺激間隔に依存して神経回路網の Ca2+変動が刺激間隔に近い時間で起きる
という報告がある[46]．刺激間隔に依存した神経活動の変化は人の脳においても確認さ
れており，刺激周波数に依存した脳波の引き込み現象が報告されている．脳波のパワー
スペクトルは，脳活動の状況に応じて様々なピークを示すが，9.5 Hz で光刺激を加え
ると，刺激に用いた周波数である 9.5 Hz 付近の一つのピークしかもたないパワースペ
クトルに変化する（図 4.32）[105]．この引き込み現象は視覚野のある後頭部に顕著に
表れ，前頭部や頭頂部ではわずかに観察される．この現象は目から入力された光の明滅
周期に依存して，脳波がその周期に引き込まれる現象である．α波程度の刺激周期が引
き込み現象を発現しやすいと報告されており[105]，そのα波の周波数から大きく外れ
ない刺激周期に対して引き込み現象がおきる． 
このように，タイミングメモリーに類似した現象は人間の脳でも確認されており，本
章で報告した現象は神経回路網で普遍的に起こりうる現象の可能性が高い．また，脳の
引き込み現象の背景にある細胞メカニズムや分子メカニズムは明らかになっていない
が，本章で使用した分散培養系はそれらの低レベルのメカニズムの解析に適している．
神経回路網スケールで観察されたタイミングメモリー発現時における，1神経細胞のダ
イナミクスや分子スケールの解析結果がこれまで報告されてきた引き込み現象にどの
ように関わるのか興味深い． 
 
 
図 4.32 脳波波形とパワースペクトル（文献[108]図 4より抜粋）. 
（a)光刺激前の脳波とパワースペクトル 
（b)9.5 Hz の光刺激中の脳波とパワースペクトル 
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4.5 結論 
 2発連続刺激を繰り返すコンディショニング刺激によって，神経回路網の誘発応答・
自発性活動の周期的なネットワークバーストが明確になった．さらに，ネットワークバ
ーストの間隔はコンディショニングに用いた 2 発刺激の刺激間隔に依存することを発
見した．この現象は 2発刺激のタイミングをネットワークバーストの周期と関連して記
憶するタイミングメモリーであると考えることができる．タイミングメモリーの記憶可
能な刺激間隔の長さは第 3 章で議論した刺激応答の履歴持続時間に依存する可能性が
示唆された．また，この現象は生体の脳でも発現している可能性があり，タイミングメ
モリー発現時の神経回路網ダイナミクスを解析する事で，どのような機序によって生体
が入力されたタイミングを保持しているのかを明らかにできると考えられる． 
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5.1 序論 
MEAを用いた細胞外電多点計測技術は，神経細胞の電気活動を一度に多数計測するこ
とができ，しかも細胞に対して全く非侵襲であることから長期間安定して計測すること
が可能である．フォトリソグラフィを応用したMEAが最初に報告されたのは1972年のこ
とであるが[106]，その後数年の間に独立して別のグループから単一の細胞からの電位
信号を計測可能なMEAが報告された[107]．このシステムが現在一般的に使用されるMEA
の原型となっている[108]．MEAを薬理アッセイシステムとして使用する試みは，そもそ
も微小平面電極を用いて細胞外電位を計測するシステムを開発した初期の頃から考え
られてきた応用事例である．特にグロスらは薬理アッセイ系としての応用に積極的であ
り[109]，自発性活動の頻度等の特性を基準として毒性試験[110]，臭物質の検出[111]，
医用薬品のためのスクリーニング[112]等，多岐にわたる応用事例を報告している．MEA
がアッセイ系として用いられるにはいくつかの様式がある[113]．まず，完全に非侵襲
計測であることから，長期間にわたって継続して活動をモニタできると言う特徴を利用
した，長期間計測によるアッセイとしての応用がある[114]．また，多点であることで，
一点でとれるデータを一度に大量にアッセイすると言う，簡便な大量アッセイシステム
としての応用が考えられる[115]．これらは既存のアッセイ系を拡張する方法であり，
その意味でコンベンショナルな手法である．しかしながら，MEAの最大の特徴は，同時
に多数の点からの活動を計測することが可能な点であり，計測対象がネットワークであ
るならば，多点計測データから個々のノードの間の関係性，例えば相関性や同期性など
のパラメーターを読み取ることができる．このネットワーク特性によるアッセイは，単
一の細胞を用いたアッセイとは異なる次元の情報を提供する可能性が高い[116]．ネッ
トワークの特性を指標としてアッセイするという考え方を更に発展させて，分散培養系
という細胞外の環境を容易に制御変更可能な系であるという特性を活かし，そこに脳の
基本的な機能を実現した小規模モデル系を構築して，半人工的なモデルによる脳機能に
対するアッセイを行うという研究も展開されつつある．これは未だ発展中の段階であり，
本研究もこの研究の方向に沿うものである．そこで，本研究においても神経細胞間の機
能的接続を推定する手法を開発し，これを指標としたアッセイ系を構築した．また，ア
ッセイの一例として，内分泌攪乱物質の神経回路網の機能的結合性に対する効果を検証
した． 
近年，生体ホルモンに類似した化学物質が生体内において内分泌系攪乱作用を持ち，
脳の成熟異常を引き起こすという報告がされている[117]．通常，ホルモンを介した生
体シグナルを刺激する化学物質は低濃度で効果を発揮するため，身近に存在する環境ホ
ルモンの生体への影響は低濃度の暴露条件下でも無視することができない問題となる．
本研究で取り上げたビスフェノールA（BPA)は内分泌系攪乱作用を持つ環境ホルモンの
一つである．BPAはポリカーボネートプラスチックやエポキシ樹脂の原材料として大量
に生産されている化学物質であり（図5.1），身近に存在する食品，飲料の包装容器類等
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に使用されている[118]．そのため人間への曝露が頻繁に起こり易く，影響が懸念され
ている環境化学物質である．暴露経路の大部分を占めているのは，食品や飲料中のBPA
であると報告されており[119, 120]，さらに経口摂取されたBPAは授乳という形で母体
から乳児に取り込まれる[121]．BPAが直接的に人間の生殖発生に影響を及ぼすという報
告はされていないが，実験動物を用いた評価結果では，妊娠中や授乳中に高用量のBPA
に曝露することによるげっ歯類胎児の生存率の低下[122, 123]が確認されている．BPA
の人への影響に関する直接的なデータは不足しているが，人間の胎児の発生・成長に変
化を引き起こす可能性がある．成体期にのみBPAを曝露したマウスやラットでも体内で
形成する精子への影響が報告されている．BPAを1日あたり0.02～200 mg/kg で成体ラッ
トに6日間にわたって経口投与すると，精巣の組織 1 グラム当たりにおける 1 日の精
子形成量が10%以上減少したことが報告されている[124,125]．また， BPAを1日あたり
0.02 および 0.2 mg/kg の量で成体マウスに6 日間皮下投与すると，精子の形態異常が
おこることも確認されている[126]．これら実験動物に有害な影響を与えるという結果
から，BPAは人体に対しても無害ではないと考えられる．米国疾病管理予防センターが
実施した2003～2004年の調査によれば，6歳以上の2517名から採取した尿の92.6%から
BPAが検出されているとされ，実際にBPAは人体に取り込まれている現状がある[127]．
BPAは体内から排出されるにも関わらず，検出されるレベルで体内に残留しているとい
う報告は，頻繁に生体への暴露が起きている事を示唆している． 
BPAが体内に及ぼす影響は多岐に渡っており，大人や幼児の脳に存在するエストロゲ
ン関連受容体γ型に作用することや[128]，神経細胞の移動能への影響[129, 130]，シ
ナプス形成[117, 131]への影響，GABAA受容体（γ-aminobutyric acid type A, GABAA)
への影響[132, 133]，神経細胞死[134]などが報告されている．BPAと脳の電気生理学的
な現象との関係については，シナプス可塑性への影響[135]，特に10 nMのBPA下におい
てラット海馬スライスの長期抑圧現象が促進されるという報告や[136]，単一ラット海
馬神経細胞において10 µMから100 µM程度の範囲で濃度依存的にGABAA受容体を亢進させ
るという報告がある[132]．これまで，BPAが脳の神経細胞に与える影響を評価した研究
としては，単一神経細胞スケールの電気生理学的解析が行われてきた．しかしながら，
本来の脳は，細胞レベルで機能が発現するのではなく，多数の神経細胞が協調して活動
することで機能している．そのため，実験試料としては小規模な脳のモデル系として海
馬分散培養神経回路網を用い，神経間の機能的結合を見積もる新たな手法であるコネク
ションマップ解析を開発してBPAの脳に対する影響を評価した． 
 
図5.1 BPAの構造式． 
BPAの組成式はC15H16O2（分子量228.29)． 
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5.2 実験手法 
5.2.1 培養神経回路網に対する BPAの影響評価 
BPAの神経回路網への影響を長期に渡って計測するには，実験試料となる神経回路網
の培養及び電位計測を安定して行う必要がある．BPA の影響評価の方法としては，急性
スライス試料や，スライス組織培養を用いることも考えられるが，本研究では分散培養
系を使用し，細胞外電位多点計測皿（MED)により電位を計測した．MED は底面に 64 個
の微小平面電極を備えており，その電極アレイ上に神経細胞（30万個)を一定エリア内
（直径 7 mmのリング, 面積約 38.5 mm2)に培養し，自己組織的に神経細胞のネットワー
クを構築させた．培養領域を調節して高密度（約 7800 cells/mm2)にすることで，人工
的環境下で安定して神経ネットワーク電気活動を計測した[137]．電極上の神経細胞は
培養開始後 10 日程度において，刺激や外部からの入力が無くとも自律的に活動する自
発性神経活動を指標として解析を行った．培養と電気生理学的計測は第 2章の実験手法
に記述した手法と同様である． 
20‐30 DIV（培養日数 20‐30 日目の神経回路網)，50‐60 DIV の神経回路網それぞ
れに対して，以下のような手順で BPA の影響評価をした（表 5.1）．インキュベータか
ら細胞を取り出し，室温に馴染ませるために 30分静置する．その後，10分間の自発性
神経活動を計測し，この 10分間の 64電極の自発神経活動の頻度を 1つの評価指標とし
た（表 5.1（1))．神経回路網に対する液交換の影響を評価するために細胞外の液を全
く同じ培養液に交換して，30 分静置した後に自発活動を計測（表 5.1（2))した．その
後各濃度の BPA 含有培地に液交換して計測を行い，再び元の培養液に置換して 30 分静
置後，各 BPA濃度に依存した神経回路網の一過性の影響を評価した（表 5.1（3))．（1)
で計測した最初の自発性神経活動のスパイク頻度を基準として自発活動頻度を正規化
した．本研究において BPA は 60分間暴露したが，BPA 暴露後 51 分-60分の 10 分間のス
パイク頻度を正規化に用いた． 
BPA 暴露を行う事で GABAA受容体の亢進が起こり，神経回路網間の結合強度に変化が
起きると予想されたため，電極間の結合強度を数値化し，全電極間の入出力関係をマッ
ピングした．解析対象の電極から計測された自発性活動スパイク列を固定して基準スパ
イク列とした．次に基準スパイク列を計測した電極以外の電極を選択し，その電極で計
測された神経活動スパイク列を解析した．基準となるスパイク列において自発的な電気
活動スパイクが発生してから 10 ms以内に解析対象の電極において神経活動スパイクが
発生した回数を計数し，基準スパイク列の活動が生じたときに解析対象スパイク列で活
動が生じる条件付き確率を計算した （式（1))．この計算を，解析対象電極を変更して
全ての電極に対して行い，電極間毎の結合強度をこの条件付き確率で表現し，条件付き
確率が閾値を超えたときに基準の電極と解析対象電極との間に線を引いて機能的結合
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があることを示した．全ての電極の組み合わせについてこの作業を繰り返し，最終的に
は BPA暴露前，暴露中，暴露後それぞれにおける各電極間の結合強度を推定しコネクシ
ョンマップを作成して評価した． 
𝑃𝑁𝑏𝑎𝑠𝑒（𝑁𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡) =
P（𝑁𝑏𝑎𝑠𝑒∩𝑁𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡)
𝑃𝑁𝑏𝑎𝑠𝑒
    ………………………… （1） 
ただし，𝑁𝑏𝑎𝑠𝑒は基準電極で 1 つの時間窓で計測されたスパイク数，𝑁𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡は解析対象
電極において，基準電極で発生したスパイクから 10 ms以内に発生したスパイクの数で
ある． 
 
表 5.1 実験手順． 
 
静置 （1）自発性神経活動計測 静置 （2）自発性神経活動計測 … 
30分 10 分 30 分 10分 … 
 
… 25μM，50μM,100μM BPA 自発性神経活動計測 静置 （3）自発性神経活動計測 
…  60分 30分 10 分 
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5.3 結果 
5.3.1 BPA の神経回路網への影響 
神経回路網の培養初期から 50 μM，100 μM の BPA 濃度で培養を行った場合，50μM 
BPA下で培養した神経回路網は 5 DIV から神経細胞が細胞死を起こしているとみられる
形態が確認され，さらに 10 DIV において神経回路が凝集した（図 5.2）．100 μM BPA
で培養した神経回路網も同様に，5 DIV において神経細胞が細胞死を起こしている形態
が確認され，10 DIV では神経回路が凝集した．BPA 下で培養した神経回路に対して，対
照群は 5 DIV において神経細胞の細胞死が少ない傾向が確認され，10 DIV における神
経回路網の凝集は確認されなかった．神経細胞が軸索を伸長し，他の神経細胞と回路を
形成していく過程で，BPA は正常な回路形成を阻害している可能性がある． 
 
図 5.2 BPAの神経回路網の構造への影響． 
培養初期から各濃度の BPA に暴露し，培養日数に依存した形態的変化を位相
差顕微鏡で撮影した．矢印は細胞死しているとみられる細胞の例，矢尻は凝
集の例を示している． 
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また，BPA の神経回路網への一過性の影響を評価する為に，20-30 DIV の神経回路網と
50-60 DIV の神経回路網を 100 μM の BPA に暴露した．21 DIV の神経回路網に対して
BPA不含培地下の活動，100 μM BPA 含有培地下の活動，100μM BPA 除去後の通常培地
下の活動を比較すると，BPA暴露中は自発性神経活動が抑制され（図 5.3，図 5.4），BPA
は GABAA受容体を亢進する働きがあると言う従来の報告と一致した．BPA 除去後の活動
波形は，神経回路の活動頻度が BPA 暴露前まで戻らない傾向を示した（図 5.5)．これ
らの結果は，一過的に添加した BPA は神経回路網の自発性神経電気活動を抑制し，BPA
を除いた後も抑制効果は低下しつつも引き続き持続することを示している． 
 
 
図 5.3 100 μM BPA 暴露前の神経回路網の自発性電気活動波形（21 DIV）． 
培養に用いた BPA 不含培地における活動． 
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図 5.4 100μM BPA 暴露中の神経回路網の自発性電気活動波形（21 DIV）． 
BPA含有培地における活動． 
 
図 5.5 100μM BPA 暴露後の神経回路網の自発性電気活動波形（21 DIV）． 
 BPA不含培地における活動． 
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65 DIVの神経回路網に対しても同様に自発性電気活動に対するBPAの影響を解析した． 
BPA不含培地下の活動（図 5.6），100 μM BPA 含有培地下における活動（図 5.7），100 μM 
BPA除去後の活動（図 5.8）を比較すると，BPAは GABAA受容体を亢進する働きがあるこ
とから，暴露中の活動波形は暴露前に比べて神経活動が抑制される傾向を示している．
しかしながら，BPA 除去後の活動波形は，21 DIVの神経回路網に 100 μM BPA 含有培地
の暴露後の結果と異なり，神経回路の活動頻度は BPA 暴露前と同じ程度まで回復する傾
向があった（図 5.8）．これらの結果から，BPA の自発性電気活動への効果は培養日数に
依存して異なっていることが示唆された．特に，培養日数の浅い神経回路網に対しては，
BPAの自発性電気活動抑制効果は長く持続する傾向を示し，培養日数の長い神経回路網
に対しては，効果が一時的である傾向を示した． 
 
 
 
図 5.6 100μM BPA 暴露前の自発性電気活動波形（65 DIV）． 
培養に用いた BPA 不含培地における活動． 
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図 5.7 100μM BPA 暴露中の自発性電気活動波形（65 DIV）． 
BPA含有培地における活動． 
 
 
図 5.8 100μM BPA 暴露後の自発性電気活動波形（65 DIV）． 
BPA不含培地における活動． 
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5.3.2 BPA の濃度依存的効果 
20-30 DIV の神経回路網に対して異なる BPA 濃度で複数の実験を行い，一過性の BPA
が神経回路に与える影響を解析した（図 5.9）．BPA 暴露前の（1)，（2)の自発活動計測
結果は同じ培養液に交換している為，正規化したスパイク頻度に顕著な変化は確認され
なかった．しかしながら，50μM 以上の BPA 濃度で実験を行った場合，正規化スパイク
頻度は BPA 濃度と暴露時間に依存して減少することが明らかになった（図 5.9 右列)．
また，BPA濃度が 25μMの場合，60分経過しても顕著なスパイク頻度の減少は確認され
ず，暴露後の（3)の自発活動計測においても BPA の影響を確認する事ができなかった．
結果として，20-30 DIVの神経回路網は 50μM以上の BPA濃度下に暴露されると，正規
化スパイク頻度が 25μMに比べて強く抑制され，さらに暴露後のスパイク頻度（3)にも
影響を与えることが明らかになった．50-60 DIVの神経回路網における各 BPA 濃度の一
過性の影響も解析した（図 5.10）．BPA暴露前の（1)，（2)の自発活動計測結果は 20-30 
DIVの解析結果と同様，正規化したスパイク頻度に顕著な変化は確認されなかった．し
かしながら，50μM以上の BPA濃度で実験を行った場合，正規化スパイク頻度は BPA 濃
度と暴露時間に依存して減少することが明らかになった．（3)の自発活動計測の結果は，
いずれの BPA濃度に暴露しても，BPA不含培地へ交換後はスパイク頻度は回復した．こ
れらの結果から，25μMの BPAは神経回路網のスパイク頻度に対して影響がほとんどな
いことが明らかになった（図 5.9，図 5.10）．その一方で，20-30 DIV の細胞に対して
50μM 以上の BPA を添加すると，神経回路網のスパイク頻度が初期状態まで回復しなか
った（図 5.9）．BPA は神経回路網の培養日数に依存して効果が異なることが明らかにな
った． 
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図 5.9 20-30 DIV における各 BPA 濃度の一過性の影響． 
左:BPA濃度に依存した一過性の影響． 
右:BPA暴露時間に依存したスパイク頻度の時間変化． 
25μM:N=4, 50μM:N=5, 100μM:N=3 
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図 5.10 50-60DIV における各 BPA 濃度の一過性の影響． 
左:BPA濃度に依存した一過性の影響． 
右:BPA暴露時間に依存したスパイク頻度の時間変化． 
25μM:N=5, 50μM:N=3, 100μM:N=4. 
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BPA 暴露を行う事で GABAA受容体の亢進が起こり，神経回路網間の結合強度に変化が
起きると予想された．そこで，20-30 DIV の神経回路網に対して，BPA 暴露前，暴露中，
暴露後の結合強度のコネクションマップを作成した（図 5.11)．暴露前のコネクション
マップ（1），（2）は電極間の結合関係に大きな変化は確認されなかった．100 μM BPA
に暴露中の 51-60分に対応するコネクションマップは（1），（2）におけるマップと比較
すると，全体的に電極間の入力-出力の関係が消失している．BPA 暴露後に元の培養液
に再置換したところ，電極間の機能的結合が（1），（2）におけるマップと比較して，全
く異なっていた． 
この結果は 20-30 DIVの神経回路網に対して一過性に BPAを暴露することで，神経回
路網内の神経細胞間の結合構造が異なる構造に変化することを示している．また，50-60 
DIV の神経回路網に対して，BPA 暴露前，暴露中，暴露後の結合強度のコネクションマ
ップを作成した（図 5.12)．暴露前のコネクションマップ（1），（2）においては，機能
的結合構造に大きな変更はみられず，局所的に小さな範囲では特に安定していた（図
5.12 赤枠部）100 μM BPA に暴露中の 51-60 分に対応するコネクションマップは（1），
（2）におけるマップと比較すると，全体的に機能的結合が消失している．その後，BPA
暴露後に元の培養液に再置換すると，局所的に（1),（2)と類似した構造が認められる
が全体的に機能的結合関係が変化した．スパイク頻度を指標とした解析結果では，50-60 
DIVの神経回路網は BPA暴露前後に大きな違いは確認されなかったが，コネクションマ
ップ上で電極間の結合強度を評価した場合，暴露前後に回路構造が大きく異なる傾向を
示した． 
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図 5.11 100 μM BPAのコネクションマップへの効果（20－30 DIV）. 
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図 5.12 100 μM BPA のコネクションマップへの効果（50-60 DIV）. 
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5.4考察  
神経回路網を BPA に一時的に暴露したところ，神経回路網の培養日数に依存した変化
が確認された．特に，20-30 DIV の神経回路網に対して BPA は強く作用し，通常の培養
液に置換しても正規化スパイク頻度は BPA 暴露前よりも低い値であった．これらの結果
から BPAは神経回路網に対して，培養日数に依存して自発性神経活動を抑制することが
示唆された．BPA 不含培地に再置換した後の活動頻度の減少は，BPA によって GABAA受
容体が亢進した状態が長く続いたために，シナプス伝達効率が自律的に調整され，結果
として神経回路網全体の活動が BPA 除去後にも抑制されたと推測される．50-60 DIVの
神経回路網を BPA 含有培地に暴露した場合も，神経活動は BPA 濃度に依存して抑制され
た．しかしながら，培養液に再置換すると正規化スパイク頻度は BPA 暴露前と同程度に
まで回復した．培養日数の異なる神経回路網において，BPA 暴露後の正規化スパイク頻
度の回復の程度の違いは，神経回路網の結合強度に依存すると考えられる．例えば，20 
-30 DIV 程度培養した神経回路網と 50 DIV 以上培養した神経回路網において，電気刺
激に対する応答は明確に異なり，72 DIV の神経回路網の誘発応答は刺激直後に集中し
て現れているのに対し，25 DIV の神経回路網の刺激直後の誘発応答は少なく，これに
対して自発性神経活動と思われる電気活動が顕著になる．特に 72 DIV の神経回路網は
神経細胞間の機能的結合性が強く，活動が神経回路を伝搬し易くなっていると考えられ
る．この培養日数に依存した神経細胞間のロバスト性の違いがあるため，培養日数 50-60 
DIV の神経回路網の方が 20-30 DIV の神経回路網に比べて，BPA 含有培地下への暴露後
にスパイク頻度が元の程度まで回復したと考えられる． 
また，コネクションマップを用いた解析結果より（図 5.11, 図 5.12)，電極間の結合
は BPA 含有培地下への暴露後に大きく変化した．正規化スパイク頻度の解析結果から
（図 5.9, 図 5.10），BPA は 20-30 DIV の神経回路網に対して，BPA 含有培地下への暴
露後にも影響を残すという結果であったが，50-60 DIV の神経回路網では，BPA 含有培
地下への暴露後のスパイク頻度は，暴露前と同程度まで正規化スパイク頻度が回復した．
そのため，BPAの影響は 50-60 DIVの神経回路網に対しては一過的であると考えられた
が，コネクションマップの解析結果では培養日数に関係なく BPA含有培地への暴露後に
明確に変化した．神経回路網の神経細胞間の結合性の変化は，自発活動スパイク頻度に
より神経細胞間の機能的結合強度が変化するため，鋭敏に関係が変化すると推測される． 
50-60 DIV の神経回路網では，BPA 暴露後においてもスパイク頻度は暴露前と同程度
であった．20-30 DIV の神経回路網と比べて，培養日数が経過した神経回路網ではグリ
ア細胞が発達しているという結果を 2章で報告したが，20-30 DIVのグリア細胞と比較
して，50-60 DIVにおいてはグリア細胞によるグルタミン酸の速やかな回収機構や素早
いイオン調節機構が神経回路網に備わっていると推測される．そのため，50-60 DIVの
神経回路網の活動頻度は BPA暴露後においても，速やかに活動頻度が暴露前と同じ程度
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に回復した可能性がある． 
BPAが生体に与える影響として，モデル動物における学習・異常行動等のデータが揃
いつつあるが[140]，人間における影響は未だに明らかになっていない部分が多い．し
かしながら，モデル動物に対して BPA が与える影響は成体よりも，幼体に与える影響が
大きいことから，人間の幼児に対する影響が懸念されている．特に，幼児の段階では血
液脳関門が未発達であるため，分子量のバリアが上手く働かず，脳に取り込まれてしま
う危険性があると言われており，BPA が幼若期に特に脳に影響を与える主要因であると
考えられている．本研究の結果から，脳血液関門が存在しない培養系においても，神経
細胞が若い方が BPAの効果が大きいと言うことが示唆された．また，神経活動頻度のよ
うに単一の神経細胞から得られるパラメーターでは検出できなかった効果が，コネクシ
ョンマップによって機能的結合性を指標とすることで検出されることが示された．これ
らの結果は，MEA とコネクションマップを組み合わせたアッセイ系は，脳機能に対する
化学物質の影響を評価するのに有効であるということを示唆している． 
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5.5結論 
細胞外電位多点計測系と，新たに考案したコネクションマップ解析手法とを組み合わ
せて，神経回路網のネットワークとしての機能を指標にした試薬アッセイ系を構築し，
BPA の神経回路網への影響を評価した．その結果，BPA が暴露直後だけではなく，BPA
を取り除いてから 1 時間に渡って神経回路網の活動に影響を与えることが明らかにな
った．このような変化は 1 神経細胞のレベルでは評価できなかったものであり，細胞外
電位多点計測手法が内分泌攪乱物質の影響を評価することにも有用である可能性を示
した．また，創薬を視野に入れた，薬物の脳への影響の評価には，神経回路網のネット
ワークとしての機能を視野に入れた空間的活動評価手法でアプローチする必要がある
と考える． 
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6.1分散培養神経回路網の特徴 
本研究で用いた分散培養系は他の研究に比べて高密度であり，170日以上経過しても
時間的・空間的に同期した神経活動が確認された．その背景として 80 DIV でも神経幹
細胞の可能性がある細胞が発現しており，神経新生が起こっている可能性がある．神経
回路網は自己組織的に神経回路の活動を維持していると考えられる．また，分散培養系
は主要な興奮性／抑制性のシナプス結合を含有し，シナプス可塑性も発現することが報
告されている． 
培養期間が長くなれば，生体の神経回路網との違いも大きくなる可能性があるが，本
系で得られた結果を in vivoの系で確認することでより生理的な意味が明確になると考
えられる．現状としては，長期間にわたってモデル動物の脳全体の活動をモニタリング
しながら神経回路網ダイナミクスを解析することは困難であり，in vitro の系の重要
性は依然高い．分散培養系を小さな脳のモデルとして用いてネットワークレベルの現象
を解析することは非常に重要であると考えられる． 
 
6.2 神経回路網で確認される回路網性の履歴現象 
 本研究では，分散培養した神経回路網において，単一の神経細胞スケールではなく神
経回路網スケールで発現するメモリー的な現象を発見した．一つは神経回路網に対する
刺激の履歴現象であり，印加された電気刺激の影響が神経回路網内に保持される時間
（履歴持続時間)を明らかにした．培養した神経回路網は，一般的にリカレントネット
ワークの構造を持ち，ある神経細胞で発現した神経活動はフィードバック経路によって
繰り返し反響的にその神経細胞に入力される傾向がある．その反響的な入力が戻ってく
る時間と連続刺激の間隔との関係に依存して，神経回路網は連続的な入力に対して複雑
な時空間パターンを発現する．入力による神経活動が反響的に再入力されるまでの時間
は，神経回路網のネットワークサイズと細胞密度に依存すると考えられる．本研究では
直径 7 mmネットワークサイズ，7800 cells/mm2 の細胞密度の神経回路網で実験を行っ
たが（図 6.1），この条件では，前回の刺激の影響が 2 秒程度保持される．すなわち履
歴持続時間が 2秒程度であることを示している．前述のようにこの 2秒という時間は刺
激によって誘発された神経活動が神経回路網を伝搬する時間に依存し，履歴持続時間は
これによって制限されると考えられるので，神経回路網のネットワークサイズ，細胞密
度を調整することで，さらに長い履歴持続時間の発現が予想される． 
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図 6.1履歴現象と神経ネットワークサイズの関連性. 
 
 また，3 章では 2 連続刺激による履歴を解析したが，3 連続，4 連続の刺激を印加し
た場合，いくつ前の刺激の影響を受けるか，履歴の次数がどの程度持続するか解析する
ことは今後の課題である．電気刺激電極は単一の電極を選択し印加したが，刺激電極を
1 発目，2 発目の刺激印加毎に変更することでより複雑な時空間パターンが発現すると
予想される．この刺激回数，刺激箇所のシーケンスに依存した履歴現象を詳細に解析す
るためには，神経活動の時空間パターンを詳細に解析する必要がある．本研究における
履歴性の解析はユークリッド距離を用いており，64 電極による 64次元の特徴ベクトル
をもとに，2状態を比較して類似度を算出する手法でしかないので，個々の神経活動時
空間パターンの特徴が欠落している．従って，神経活動の空間的な位置情報を加味した
上で，神経活動パターンの詳細な分類を行う必要がある．その手法として自己組織化マ
ップを用いた分類手法を提案する（図 6.2)． 
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図 6.2 自己組織化マップによる時空間パターン分類手法. 
（1）各電極で得られた神経活動頻度を神経ネットワークの時空間パターンと捉
え，これを入力特徴ベクトルとして入力層に送る．（2）入力層の特徴ベクトル
と個々の出力層の参照ベクトル間でユークリッド距離を計測し，最も近い参照
ベクトルを持つ出力層のユニットを勝者ユニットとする．（3）そして勝者ユニ
ットと周辺ユニットの参照ベクトルを，入力層の特徴ベクトルに近づける（最
急降下法)．この（1）-（3)の手順を繰り返し行い，出力層を更新することで，
出力層に時空間パターンの分布が表現されたマップを得る．この手法によって，
神経回路網の時空間パターンの変動を分類可能であり，履歴現象が発現してい
る時間に対してこの解析を適用することで，履歴現象に関わる特有の時空間パ
ターンの検出に用いることができる（図 6.3）． 
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図 6.3 履歴現象に関わっている時空間パターン分類手法. 
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6.3タイミングメモリー 
4章では神経回路網に自発的に顕れるネットワークバーストの間隔によるタイミング
メモリーについて議論した．この現象は印加された連続刺激の刺激間隔が，自発的に顕
れるネットワークバーストの間隔によって保持されるという現象であり，2秒までの刺
激間隔に依存した神経活動間隔の変化を確認した．その背景として，電気刺激が神経回
路網の自発的活動のリズムに影響を与えることで，特定の時空間活動パターンが確率的
に起きやすい状態を作っている可能性がある．神経回路網の活動はコンディショニング
刺激によって周期性が明確化する．また，電気刺激後の 2nd ピークに合わせて位相をシ
フトすると刺激後の活動のピークが一致する傾向が確認された．電気刺激を印加した時
刻から神経活動が誘発されるため，刺激後に表れる 2nd ピークのタイミングはフェイズ
ロックにより一致すると予想され，確かに実際に得られたデータは，電気刺激を印加す
る際の神経回路の位相に依存した位相シフトを引き起こしていた． 
タイミングメモリーの時間スケールは 3 章で解析した神経回路網性の履歴現象が発
現しうる時間スケールと類似している．タイミングメモリーの記憶可能な刺激間隔の長
さは第 3章で議論した刺激応答の履歴持続時間と関連がある可能性が示唆された． 
また，この現象は生体の脳でも発現している可能性があり，タイミングメモリー発現
時の神経回路網ダイナミクスを解析する事で，どのような機序によって生体が入力され
たタイミングを保持しているのかを明らかにできる可能性がある．これまで分散培養系
に電気刺激を印加する際に，10 秒程度の刺激間隔を設けた場合は事前の刺激の影響が
神経回路網内に残らないと考えられてきた[64]．4 章の結果は，神経回路網内に事前の
刺激の影響が残っている状態で電気刺激が印加された場合，1分間隔で 2発刺激を加え
るスキームであっても神経活動間隔に影響を与える可能性があることが明らかとなっ
た． 
これらの結果は，これまで自発性神経活動はランダムで起きるノイズのような現象だ
と考える常識に反して，自発性神経活動こそ，それまでの入力刺激の履歴によって生成
された“神経回路網の状態”を反映している可能性を示唆する． 
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6.4コネクションマップ解析とアッセイシステム 
第 5章では神経回路網と細胞外電位多点計測系，解析手法を組み合わせてアッセイ系
としての応用可能性を検討した．一例として内分泌系攪乱作用をもつ BPAの影響を，自
発性神経活動の頻度だけではなく，神経細胞間の機能的結合を指標として評価した．近
年，神経回路網を創薬のアッセイ系として用いる研究が注目されているが，その評価手
法は神経回路の発火頻度ベースで評価を行う方法が多く，神経回路網間の結合性を考慮
した解析はほとんど存在しない． 
本研究では,電極間の結合強度を数値化し，全電極間の入出力関係をマッピングした．
BPA含有培地下へ暴露前，暴露中，暴露後それぞれにおける各電極間の結合強度を推定
しコネクションマップを作成して評価した．BPAの自発性神経活動への効果を解析した
ところ，BPA は暴露直後だけではなく，1 時間にわたって自発性電気活動を抑制し，暴
露終了後の神経回路網の時空間パターンと神経細胞間の機能的結合にも影響を残すこ
とが明らかになった.これは，単一の神経細胞の電位変化を計測するだけでは明らかに
出来ない結果である．また，節 6.2で提案した時空間パターン解析ソフトウェアはアッ
セイ系の解析に応用することも可能である（図 6.2)．この時空間パターン検出手法を
神経回路網の培養初期から経時的に用いることで，神経回路網の発達に伴う時空間パタ
ーンの生成過程を追う事ができる．神経回路網の時空間パターンは周囲の神経細胞との
協調的な活動によって生成されていると考えられ，短い時間間隔で時空間パターンを分
類・検出した場合には，類似した時空間パターンが発現していると予想される（図 6.4）． 
 
 
図 6.4 時空間パターン検出システム． 
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6.5小さな脳の構築と応用システムの展望 
3章，4 章にて培養された小さな脳が培養皿上で短期的な記憶を実現しうることを示
した．分散培養系がシナプス可塑性を発現する実験系であることとあわせて考えると，
脳で起きている短期的な記憶を長期的な記憶に転換する機構も存在する可能性があり，
興味深い．脳のように複雑な入出力系を持つ系のメカニズムを解明するには，脳に近い
ダイナミクスを保有し，かつ実験パラメーターを詳細に解析しうる系を用いて実験を行
う必要がある．この意味で，分散培養系にセンサ-を備えた小型ロボットを接続し，入
出力を付与するニューロ・ロボットは，脳において起こっているであろう外界と回路網
のインタラクションによる行動生成アルゴリズムの自律獲得と自律行動の発現をモデ
ル化する[137]．つまり，小さな脳のモデルを培養皿上に構築する試みである．また，
脳の高次機能の特徴を再現する系を構築すれば，脳の高次機能への化学物質の薬理的効
果を解析する有効な系が構築できると考えられる． 
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